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Nach einer Gewebeschädigung stellt die Entzündungsreaktion den ersten essentiellen 
Schritt für die Wundheilung dar, deren anschließendes Auflösen den Übergang zur 
Phase der Gewebeneubildung einleitet. Voraussetzung für diesen Ablauf ist die 
Herunterregulierung der Aktivität proinflammatorischer M1-Makrophagen (M1-Ma) 
sowie die Induktion antiinflammatorischer M2-Makrophagen (M2-Ma). Zwischen diesen 
beiden Phänotypen steht ein breites Spektrum unterschiedlich aktivierter Ma, die in der 
Wundheilung aktiv sind. Die Auslöser für diesen wichtigen Übergang sind dabei 
weitgehend unbekannt. Es ist in in vitro Versuchen beschrieben, dass entzündlich 
aktivierte humane dermale Fibroblasten (dFb) die inflammatorische Aktivität von M1-
Ma reduzieren und zusätzlich die Polarisierung von inflammatorisch aktivierten 
Monozyten zu M2-Ma fördern. Diese Effekte vermitteln sie über die Freisetzung 
immunmodulierender Mediatoren, insbesondere von TSG-6 und PGE2, einem Produkt 
der Cyclooxygenase-2 (COX-2). Bisher wurden diese Faktoren noch nicht im zeitlichen 
Verlauf der Entzündungsreaktion während der Wundheilung in einem in vivo Tiermodell 
untersucht.  
In dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass in dem angewendeten murinen in vivo 
Wundheilungsmodell die initiale Entzündungsreaktion nach 24 Stunden ihren 
Höhepunkt erreicht. Synchron dazu konnte erstmals gezeigt werden, dass das Auftreten 
von TSG-6 und COX-2 ebenfalls die höchste Expression am 1. Tag nach der Wundsetzung 
aufzeigt. In der Analyse der aufgetrennten Zellschichten der Haut wurde nachgewiesen, 
dass COX-2 in der epidermalen und dermalen Schicht exprimiert wird. Die Synthese von 
TSG-6 hingegen ist auf die Zellen in der dermalen Schicht beschränkt. Die Isolierung und 
Untersuchung von dFb aus dem restlichen Zellverband des Wundgewebes bestätigte 




aktivierten humanen Keratinozyten wurde gezeigt, dass sie kein TSG-6 bilden können. 
Somit stellen die gewonnenen Erkenntnisse die Grundlagen zukünftiger 
Untersuchungen zum funktionalen Ablauf der Wundheilung dar, in welchem die 
dermalen Fibroblasten als zentrale Schlüsselrolle im Entzündungsgeschehen betrachtet 
werden müssen. Daraus können sich neue therapeutische Ansätze zur Modulation einer 






Bibliographische Beschreibung ....................................................................................... III 
Abkürzungsverzeichnis .................................................................................................... IX 
Abbildungsverzeichnis ................................................................................................... XIII 
Tabellenverzeichnis ....................................................................................................... XV 
1 Einleitung .................................................................................................................. 1 
1.1 Aufbau und Funktion der Haut .......................................................................... 2 
1.2 Wundheilung ..................................................................................................... 4 
 Phasen der Wundheilung ........................................................................... 6 
 Bedeutung der Makrophagen in der Wundheilung ................................... 8 
1.3 Beeinflussung der Entzündungsauflösung ......................................................... 9 
1.4 Einfluss von dFb auf die Ma-Differenzierung ................................................... 10 
1.5 Aufgabenstellung ............................................................................................. 12 
2 Materialien und Methoden .................................................................................... 13 
2.1 Materialien ...................................................................................................... 13 
 Maus ......................................................................................................... 13 
 Geräte und Verbrauchsmaterialien .......................................................... 13 
 Software ................................................................................................... 15 
 Chemikalien und molekularbiologische Reagenzien ................................ 16 
 Antikörper und Primer ............................................................................. 19 
2.2 Methoden ........................................................................................................ 21 
 Zellkultur .................................................................................................. 21 
 In vivo Wundheilungsmodell .................................................................... 21 
 Aufbereitung der Gewebeproben ............................................................ 24 
 Gesamtwundgewebe ................................................................... 25 
 Auftrennung der dermalen und epidermalen Schicht ................. 25 
 Isolierung von dermalen Fibroblasten aus Wund- und Hautbiopsien
 26 
 Histologische Analyse ............................................................................... 28 




 Durchflusszytometrie ............................................................................... 29 
 Genexpressionsanalysen .......................................................................... 30 
 RNA- Isolierung/Konzentrations- und Reinheitsbestimmung ...... 31 
 Herstellung von cDNA .................................................................. 32 
 Quantitative Echtzeit-PCR ............................................................ 33 
 Proteinbiochemische Analysen ................................................................ 35 
 Proteingewinnung aus Zellkulturen ............................................. 35 
 Proteinisolation aus den Wund- und Hautbiopsien ..................... 36 
 Immunoassays .............................................................................. 36 
 Analytische Auswertung der Proteinmessungen aus den ............ 38 
Wund- und Hautbiopsien ............................................................................... 38 
 Statistische Auswertung ........................................................................... 40 
3 Ergebnisse ............................................................................................................... 43 
3.1 Charakterisierung der Entzündungsphase ....................................................... 43 
 Wundverschluss ....................................................................................... 43 
 Zeitliche Expression proinflammatorischer Mediatoren .......................... 46 
 Zeitliche Expression antiinflammatorischer Mediatoren ......................... 48 
3.2 Zeitliche Expression von TSG-6 und COX-2 und deren Produkte in der 
Gesamtwunde ............................................................................................................ 50 
3.3 Bestimmung des Ursprungs von TSG-6 und COX-2 in der Wundheilung ......... 52 
 Auftrennung des Wundgewebes in Epidermis und Dermis ...................... 52 
 Charakterisierung der Schichten .................................................. 52 
 Nachweis von TSG-6 und COX-2 ................................................... 55 
 Isolierung von dFb aus dem Wundrand ................................................... 56 
 Charakterisierung der separierten Zellfraktionen ........................ 57 
 Nachweis von TSG-6 und COX-2 ................................................... 59 
3.4 Humanes Modell: in vitro Kultur hudFb und huKC .......................................... 60 
 Nachweis von TSG-6 und COX-2 und deren Produkte .............................. 60 
4 Diskussion ............................................................................................................... 63 
5 Zusammenfassung der Arbeit ................................................................................. 73 
6 Literaturverzeichnis ................................................................................................ 77 





A1 Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit ................................. 87 
A2  Erklärung über die Vorbehaltlichkeit der Verfahrenseröffnung zur Verleihung 
des Titels Dr. med. ...................................................................................................... 89 
A3  Publikationen ................................................................................................... 91 














APC  Allophycocyanin 
AU engl.: arbitary units (dt.: willkürliche Einheit)  
BCA engl.: bicinchoninic acid (dt.: Bicinchoninsäure)  
BSA engl.: bovine serum albumin (dt.: bovines Serumalbumin)  
CCL-2 engl.: CC-chemokine ligand 2  
CD engl.: cluster of differentiation (dt.: Unterscheidungsgruppen) 
CO2 Kohlenstoffdioxid  
Coll1α   engl.: collagen 1α (dt.: Kollagen 1α) 
COX-2   Cyclooxygenase-2 
cpr   engl.: copies per reaction (dt.: Kopien pro Reaktion) 
CUB- Domäne engl.: complement protein subcomponente C1r/C1s, urchin 
embryonic growth factor, bone morphogenetic protein 1  
CXCL-1   engl.: CXC- chemokine ligand 1 
Cy Cyanin  
d   engl.: day (dt.: Tag) 
DAMP  engl.: damage- associated molecular pattern  
DEPC    Diethylpyrocarbonate 
dFb   dermale Fibroblasten 
DFZ   Durchflusszytometrie 
DNA   engl.: desoxyribonucleic acid (dt.: Desoxyribonukleinsäure)  
DNEM   engl.: dulbecco's modified eagle's Medium 
dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphate 
dT   Desoxythymidin 
ECM   extrazelluläre Matrix 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
Ep-CAM eng.: epithelial cell adhesion molecule (dt.: epitheliales 
Zelladhäsionsmolekül)  
et al.   lat.: et alia (dt.: und andere)  
Fb   Fibroblast/ Fibroblasten  
FGF engl.: Fibroblast Growth Factor (dt.: Fibroblasten- 
Wachstumsfaktor) 
FITC  Fluorescein 
FKS fetales Kälberserum 
g   Gramm 





GM-CSF engl. granulocyte macrophage colony-stimulating factor (dt.: 
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor) 
GROα engl.: melanoma growth stimulating activity alpha  
h   engl.: hour (dt.: Stunde) 
HKG   engl.: housekeeping gene (dt.: Haushaltsgen)  
hu   human 
H&E Färbung  Hämatoxylin und Eosin Färbung  
HRP   engl.: horseradish peroxidase (dt.: Meerrettichperoxidase)  
Hz   Hertz [1 𝑠⁄ ] 
IL   Interleukin  
IL-1RA   Interleukin-1 Rezeptorantagonist  
IFN-γ   Interferon γ 
iNOS   induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase  
Int.   Intensität 
KC   Keratinozyt/ Keratinozyten  
LED                                engl.: light-emitting diode (dt. Leuchtdiode)  
LPS   Lipopolysaccharide  
Ma   Makrophage/ Makrophagen  
MCP-1 engl.: monocyte chemotactic protein 1  
mg   Milligramm  
min   Minute/Minuten  
µL   Mikroliter  
mL   Milliliter  
mm   Millimeter 
mM    Millimolar  
Mo   Monozyt/ Monozyten 
mRNA engl.: messenger ribonucleic acid (dt.: Boten- Ribonukleinsäure) 
MSC engl.: mesenchymal stem cells (dt.: mesenchymale Stammzellen) 
mu   engl.: murine (dt.: die Maus betreffend)  
M-MLV engl.: moloney murine leukemia virus  
n   engl.: number (dt.: Anzahl)   
NaCl   Natriumchlorid 
n. det.   nicht detektierbar 
NET eng.: neutrophil extracellular traps  
nH   normale, unverwundete Haut   
ns   nicht signifikant 
P4HB   engl.: prolyl 4-hydroxylase 
PAMP engl.: pathogen- associated molecular pattern (dt.: pathogen - 





PBS  engl.: phosphate buffered saline (dt.: phosphatgepufferte 
Salzlösung)  
PDGF engl.: platelet-derived growth factor  
PDGFRA engl.: platelet-derived growth factor receptor A 
PE  Phycoerythrin 
PerCP  Peridin-Chlorophyll-Protein  
PGE2   Prostaglandin E2 
PGF engl: placental growth factor  
PMN engl.: polymorphnuclear leukocytes (dt.: polymorphkernige 
Leukozyten) 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
pmol   pikomol 
PRR engl.: pattern recognition receptors (dt.: 
Mustererkennungsrezeptoren) 
qPCR    engl.: real time polymerase chain reaction quantitative (dt.:  
   Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion)  
r   rekombinant 
rel. Einh.  relative Einheiten  
Relm α   engl.: resistin-like molecule α 
rh   rekombinant human  
rm   rekombinant murin 
RNA   engl.: ribonucleic acid (dt.: Ribonukleinsäure) 
RNase    Ribonuklease 
rpm   engl.: rounds per minute (dt.: Umdrehungen pro Minute) 
RT   Raumtemperatur  
s   Sekunde/ Sekunden  
SD   engl.: standard deviation (dt.: Standardabweichung) 
TGF β engl.: transforming growth factor (dt.: transformierender 
Wachstumsfaktor) 
Thy-1 engl.: thymocyte differentiation antigen 1  
TMB 3,3ʹ,5,5ʹ-Tetramethylbenzidin 
TNF α   Tumornekrosefaktor alpha 
Tnfaip6  engl.: tumor necrosis factor alpha-induced protein 6  
TSG-6 engl.: tumor necrosis factor- inducible gene 6  
u.a. unter anderem  
v.a.   vor allem  
VEGF engl. vascular endothelial growth factor (dt.: endothelialer 
Gefäßwachstumsfaktor) 
vol/vol Volumenprozent  
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Als Wunde wird eine Unterbrechung des Zusammenhangs von Körpergeweben mit und 
ohne Substanzverlust bezeichnet [1]. In Deutschland betrug die Anzahl der 
Wundpatienten im Jahr 2012 laut einer Hochrechnung rund 2,7 Millionen [2]. Ein Drittel 
betroffener Personen wies einen chronischen Krankheitsverlauf auf, welcher als 
Integritätsverlust der Haut mit einer fehlenden Abheilung innerhalb von acht Wochen 
definiert wird [2]. Als Hauptindikationen der längerfristigen Wundbehandlung konnten 
neben dem Ulcus cruris (50 %), das diabetische Fußsyndrom (20 %), der Dekubitus (18 
%) sowie posttraumatische Wunden (12 %) aufgezählt werden [2].  Chronische Wunden 
sind verbunden mit einem erheblichen Verlust an Lebensqualität [3], langen 
Behandlungszeiten und erhöhten Kosten für das Gesundheitssystem [4]. Die 
Lebenszeitprävalenz, eine chronische Wunde zu erhalten, beträgt derzeit 1 - 2 % [5]. Da 
das Alter einen wichtigen Komorbiditätsfaktor darstellt [2], wird sich die Zahl der 
Betroffenen aufgrund der derzeitigen Bevölkerungsentwicklung zukünftig erhöhen. 
Somit stellt die Behandlung chronischer Wunden ein zunehmend größeres Problem von 
nicht nur medizinischer, sondern auch gesellschaftlicher Tragweite dar. Die Erforschung 
der Wundheilung als adäquate Reaktion zur Regeneration zerstörten Gewebes steht 
folglich im besonderen Interesse. Der hochkomplexe dynamische Prozess kann in die 
drei Phasen – Entzündung, Gewebewiederherstellung und Gewebeumbau – eingeteilt 
werden [6], wobei die initiale Entzündungsreaktion eine Schlüsselrolle für die 
Wundheilung in der menschlichen Haut darstellt [7]. Involviert sind neben den 
parenchymalen Zellen der Haut vor allem Blut- und Immunzellen sowie die 
extrazelluläre Matrix (ECM).  Das räumlich- zeitliche Zusammenspiel dieser Faktoren 
wird durch die gezielte Expression löslicher Mediatoren reguliert [6].  
Die Bedeutung dieser Feinregulation wird in chronischen Wunden deutlich, in denen die 
Koordination zwischen parenchymalen Zellen und Immunzellen gestört ist. Als Folge 
sistieren die Wunden in einem entzündlichen Milieu und können nicht heilen [8]. In 
dieser Arbeit wurde das Auftreten wichtiger den Heilungsprozess regulierender 
Mediatoren im zeitlichen Verlauf der Wundheilung in einem murinen 
Wundheilungsmodell analysiert. Dabei wurden zunächst die physiologischen 
Bedingungen einer Entzündungsreaktion betrachtet und anschließend untersucht, in 
welcher Beziehung dazu zwei möglicherweise entscheidende, den Entzündungsprozess 
regulierende, Faktoren - TSG-6 und COX-2/PGE2 - synthetisiert werden und welchen 
Ursprung sie haben. Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen somit die Voraussetzungen zur 
Analyse pathologischer Wunden dar. Diese daraus resultierenden Erkenntnisse sollen 





1.1 Aufbau und Funktion der Haut  
 
Die Haut (gr. derma; lat. cutis) ist das größte Organ des Menschen und bedeckt beim 
Erwachsenen eine Fläche von ca. 1,5 - 2 m² [9]. Als äußere Abgrenzung zur Umwelt 
schützt die Haut den Körper vor mechanischen, chemischen und thermischen Schäden, 
verhindert Wasserverlust und vermittelt über Druck-, Schmerz- und 
Temperaturrezeptoren die Wahrnehmung von verschiedenen Reizen aus der Umwelt 
[9, 10]. Durch die ausgeprägte Gefäßarchitektur stellt sie überdies ein wichtiges Glied in 
der Thermoregulation dar [9, 10]. 
 
Abbildung 1.1: Aufbau der Haut. Schematische Darstellung der Hauptschichten und 
Gefäßzeichnung (umgezeichnet nach Snell [10]: Moll, Moll, Anatomie 18. Auflage 2005 © 
elsevier GmbH, Urban&Fischer, München, S. 744, modifiziert). 
 
Abbildung 1.1 zeigt schematisch den Aufbau der Haut, welche in zwei Hauptschichten 
aufgeteilt ist: die Kutis, die sich wiederum in einen epithelialen (Epidermis) und einen 









Die Epidermis besteht aus verhorntem mehrschichtigem Plattenepithel mit einer Dicke 
zwischen 30 und 300 µm abhängig von Lokalisation, Alter und Geschlecht [11]. Mit 
einem Vorkommen von mehr als 90% sind Keratinozyten (KC) der dort vorherrschende 
Zelltyp. Der restliche Anteil wird von pigmentbildenden Melanozyten, zum 
Immunsystem gehörende Langerhanszellen und CD8+ T-Zellen und zum 
somatoafferenten System gehörenden Merkelzellen gebildet. In der Epidermis 
durchlaufen die KC einen stetigen Differenzierungsprozess. Im Laufe von etwa vier 
Wochen entwickeln sich nach superfizial aus den Stamm- und Progenitorzellen des 
Stratum basale über das Stratum spinosum und granulosum die avitalen Hornzellen des 
Stratum corneum, die dort eine Barriere zur Außenwelt bilden [9]. Die einzelnen KC sind 
über zahlreiche verschiedene Adhäsionsproteine miteinander verbunden, u.a. das 
Transmembranprotein E-Cadherin (CD324), welches charakteristisch für Epithelzellen ist 
[12]. Die Epidermis weist keine eigenen Blutgefäße auf und wird von der 
darunterliegenden Dermis versorgt. Mit dieser existiert somit eine enge Verzahnung, 
zwischen denen als Barriere die Basallamina zur Verhinderung der Wanderung von 
Zellen steht [9–11].   
 
Dermis      
Die dermale Schicht wird unterteilt in eine obere papilläre Dermis, welche aus lockerem 
Bindegewebe aus Kollagen Typ 1- und Typ 3-Fasern und zahlreichen freien Zellen 
besteht, und der darunterliegenden retikulären Dermis, welche durch ein straffes und 
geflechtartiges Bindegewebe vorwiegend aus Kollagen Typ 1-Fasern für die nötige 
mechanische Widerstandsfähigkeit der Haut sorgt. Dazu bestehen Typ 1-Kollagenfasern 
aus drei helikalen Peptidketten (α-Ketten), die sich zu einer Superhelix verdrillen [9]. 
Zusätzlich durchziehen elastische Fasern die dermale Schicht. Summarisch bilden diese 
zusammen mit der formlosen Grundsubstanz aus Proteoglykanen und interstitieller 
Flüssigkeit die extrazelluläre Matrix (EZM), die als Gerüst für die Zellen dient. Die 
Proteoglykane sind fadenartige Makromoleküle, welche polysaccharidhaltige 
Seitenketten, sogenannte Glykosaminoglykane, besitzen. Dabei stellt das 
Glykosaminoglykan Hyaluronan einen wichtigen Bestandteil des Bindegewebes dar. Die 
dominierenden Zellen in der Dermis sind die dermalen Fibroblasten (dFb), welche die 
ECM mit allen ihren Fasern synthetisieren. Einige dieser dFb besitzen auf ihrer 
Oberfläche das CD90-Oberflächenprotein Thy-1, welches in der fokalen Adhäsion, in der 
Spannung der ECM und in multiple Signalwege involviert ist [13]. Neben den dFb sind im 
Gewebe Makrophagen (Ma), sogenannte Histiozyten, ansässig. Diese gehören wie die 
im Blut zirkulierenden Monozyten (Mo) zu den mononuklearen Zellen. Neueste 
Untersuchungen haben gezeigt, dass sich Histiozyten unabhängig im Gewebe 




Hauptaufgabe der Histiozyten besteht darin, das Gewebe zu überwachen, indem sie 
Veränderungen und Infiltration von Pathogenen wahrnehmen und folglich eine 
Entzündungsantwort durch Produktion von Interferonen initiieren [15]. Daneben dienen 
sie zur Phagozytose von abgestorbenen Zellen, anfallende Abbaustoffe wie Melanin, 
Fette, Proteine oder auch Antigene und speichern diese. Weitere Zellen der Dermis sind 
Mastzellen, Melanozyten und Lymphozyten [9–11, 16].  
Subkutis 
Die Subkutis ist aus lockerem Bindegewebe und regional unterschiedlich großen 
Anteilen an Fettgewebe aufgebaut [9]. Sie wird von epifaszialen Leitungsbahnen 
durchzogen, welche die Durchblutung der Haut gewährleisten. Die Subkutis dient in 




Der Prozess der Wundheilung stellt einen komplexen Vorgang des menschlichen Lebens 
dar. Bezeichnet wird damit ein physiologischer Prozess zur Regeneration zerstörten 
Gewebes, der insbesondere durch Neubildung von Bindegewebe und Kapillaren den 
Verschluss einer Wunde bewirkt [1]. Der dynamische Prozess kann schematisch in drei 
sich ablösende Phasen – Inflammation, Proliferation und Remodellierung – eingeteilt 
werden, die sich zeitlich überschneiden [6]. Die Inflammationsphase dient der 
Eliminierung pathogener Eindringlinge und der Beseitigung beschädigten Gewebes [17], 
sodass sich in der Proliferationsphase neues Gewebe bildet, welches funktionell in der 
Remodellierungsphase umgebaut wird. Die Aktivität der involvierten Immun- und 
Gewebezellen in den einzelnen Phasen wird durch zahlreiche Signalproteine, genannt 
Zytokine und Wachstumsfaktoren, kontrolliert, die über spezifische Rezeptoren ihre 
Wirkung entfalten [7]. Diese werden im Wechselspiel der verschiedenen Zelltypen in der 
Wunde produziert und wirken über autokrine, parakrine oder endokrine Mechanismen 
auf die Zellen [18]. Lösen die Signalproteine dabei eine zielgerichtete Migration der 
Zellen aus, werden sie speziell als Chemokine bezeichnet. Die genaue zeitliche und 
räumliche Verfügbarkeit eines jeden Mediators ist essentiell für den physiologischen 
Ablauf der Wundheilung [18]. Erliegt dieser Übergang sistiert die Wunde in einem 
entzündlichen Milieu und resultiert in einer nichtheilenden chronischen Wunde oder 
hypertrophen Narbe [8]. Eine Übersicht der unterschiedlichen Funktionen ausgewählter 
Wachstumsfaktoren, Chemokine und Zytokine mit ihren Rezeptoren, sowie 
ausgewählter Mediatoren mit deren Quellen ist der Tabelle 1.1 zu entnehmen. Diese 







Tabelle 1.1:  Übersicht ausgewählter Wachstumsfaktoren, Chemokine, Zytokine und 
Mediatoren in der Wundheilung. Es werden für die Arbeit relevante Faktoren genannt mit 
Angabe ihrer zugehörigen Rezeptoren und einen Auszug ihrer wesentlichen Funktionen.!!! [18, 19], [18, 20], [18, 21, 22], [18, 








 Phasen der Wundheilung 
 
Inflammationsphase 
Die Heilungskaskade beginnt direkt nach einer Gewebsverletzung mit aus defekten 
Blutgefäßen heraustretenden Thrombozyten, die durch den Kontakt zu 
subendothelialen Strukturen wie Kollagen aktiviert werden. In Folge dessen verändern 
sie ihre Struktur und Botenstoffe werden ausgeschüttet, um erstens die Blutung durch 
Bildung eines Fibrinclots zu stillen und zweitens um weitere Zellen über die so 
entstandene provisorische extrazelluläre Matrix anzulocken [41]. Das entzündliche 
Milieu wird vor allem durch eine Hochregulierung der Zytokine Interleukin 1β (IL-1β), 
Tumornekrosefaktor-α (TNF α) und Interleukin 6 (IL-6) sowie der Chemokine Interleukin 
8 (IL-8), CXCL-1 (GROα) und CCL-2 (MCP-1) bestimmt  [18, 26, 27]. Diese aktivieren u.a. 
neutrophile Granulozyten aus dem Blut zur Expression von Adhäsionsmolekülen und 
antimikrobieller Substanzen [7]. Die so infiltrierenden Zellen gelangen innerhalb 
weniger Stunden in das Wundgebiet und dienen vorrangig der Zerstörung von 
Pathogenen durch Phagozytose, Freisetzung antimikrobieler Substanzen und Bindung 
von Bakterien durch eine aus Granulaproteinen und Chromatin bestehender fibrilläre 
Matrix, sogenannte NETs (engl.: neutrophil extracellular traps) [7, 42]. Als weitere 
Leukozytensubpopulation spielen aus dem Blut übertretende Mastzellen im 
Wundgebiet von Beginn an eine Rolle als Quelle von Wachstumsfaktoren und Zytokinen 
[43]. Zusätzlich zu den wenigen ortsfesten Histiozyten werden Mo aus dem Blut durch 
die Ausschüttung von chemotaktischen Mediatoren wie u.a. dem CCL-2 (Synonym 
MCP-1)  angelockt [18]. Dieses Chemokin wird durch Thrombozyten, KC, Fb und 
Leukozyten gebildet [7]. Im Gewebe reifen die Mo zu Ma. Sie werden zur Ausbildung 
verschiedener Phänotypen durch in der Mikroumgebung vorhandene Mediatoren 
aktiviert [7]. Ma besitzen auf ihrer Oberfläche spezifische Mustererkennungsrezeptoren 
(PRR, engl.: pattern recognition receptors), welche einerseits die pathogenen Muster 
auf der Erregeroberfläche (sog. PAMP, engl.: pathogen- associated molecular pattern) 
und anderseits die freigesetzten Strukturen sterbender Zellen (sog. DAMPs, engl.: 
damage- associated molecular pattern) erkennen [44]. Neben der immunologischen 
Funktion als antigenpräsentierende und phagozytierende Zelle nehmen Ma eine 
wesentliche Rolle in der Synthese weiterer Zytokine und Wachstumsfaktoren ein [7]. 
Noch während des Entzündungsgeschehens beginnen dFb vom Wundrand her in die 
Wunde zu migrieren und proliferieren [22, 45, 46].  
Insgesamt tragen die neu rekrutierten Zellen mit ihrer proinflammatorischen 
Ausrichtung zur Wiederherstellung der Gewebshomöostase in der Wunde bei, stellen 
aber durch ihre radikalen Wirkungsmechanismen für das angrenzende gesunde Gewebe 
auch ein potenzielles Risiko dar [47]. Durch antiinflammatorische Zytokine wird die 





Gewebeintegrität gewährleistet [29]. Wesentlich zu nennen sind Interleukin 10 (IL-10), 
welches die Genexpression proinflammatorischer Zytokine [31] inhibiert, und 
Interleukin 1- Rezeptorantagonist (IL-1RA) , welches lösliches IL-1 bindet, sodass dieses 
keine inflammatorische Signalkette mehr auslösen kann [18, 30, 48]. Desweiteren wird 
die Entzündungsauflösung durch Ausprägung des Zelloberflächenproteins CD44 [49], 
durch Ausschüttung löslicher TNF-Rezeptoren sowie durch Einleitung eines 
programmierten Zelltodes (Apoptose) zuvor infiltrierender Zellen herbeigeführt [37, 
50]. Als Hauptmediatoren regulieren Ma  diesen Prozess [37].   
 
Gewebewiederherstellung 
Die zweite Stufe der Wundheilung tritt ca. 2-10 Tagen nach Verletzung auf und ist 
charakterisiert durch zelluläre Proliferation und Migration verschiedener Zelltypen [51]. 
DFb beginnen mit der Synthese neuer ECM, hauptsächlich in Form von Kollagen [52]. 
Durch die Stimulation von Ma differenzieren sich einige dFb zu Myofibroblasten, die 
durch Kontraktion die Wundränder verschließen [53]. Gleichzeitig wird die epitheliale 
Barriere durch die Proliferation und Differenzierung von in das Wundbett 
eingewanderten KC wiederhergestellt [52]. Im Prozess der Angiogenese bilden sich neue 
Blutgefäße, insbesondere bedingt durch VEGF (engl: vascular endothelial growth factor) 
und FGF2 (engl.: fibroblast growth factor) [18]. Infolge der Aussprossung neuer 
Kapillaren gelangen weitere Fb und Ma in das Wundgebiet. Die Fibrinmatrix wird durch 
Granulationsgewebe ersetzt, welches den einwandernden KC als Gerüst für die 
Reepithelialisierung dient, sodass die Wunde nach außen wieder begrenzt wird [51]. 
 
Gewebeumbau 
In der dritten Phase, die 2-3 Wochen nach Verletzung beginnt und mindestens ein Jahr 
andauert, werden die zuvor eingeleiteten Prozesse herunterreguliert. Der Großteil der 
aktivierten Gewebe- und Immunzellen verschwindet durch Apoptose oder verlässt das 
Wundgebiet über das Blut- oder Lymphsystem [37, 51]. Durch die Interaktion der 
epithelialen und mesenchymalen Fraktionen wird die Hautintegrität und -homöostase 
aufrechterhalten [54]. Das Granulationsgewebe wird durch Matrixmetalloproteinasen 
(MMP) zu mechanisch widerstandsfähigem Bindegewebe umgebaut mit dem Resultat 







 Bedeutung der Makrophagen in der Wundheilung 
 
Ma spielen eine essentielle Rolle in der Regulation des Wundheilungsprozesses [29]. So 
führt die Depletion von Ma zu einer defekten Ausbildung des Granulationsgewebes, 
reduzierter Angiogenese, verzögertem Wundverschluss und Fibrose [55–58]. Der 
Zeitpunkt der Depletion spielt dabei eine wesentliche Rolle, woraus folgt, dass Ma 
unterschiedliche Funktionen in den jeweiligen Phasen des Heilungsprozesses 
übernehmen [57, 59, 60].  In den Anfängen der 1990er Jahre wurde erstmalig 
beschrieben, dass Ma in Abhängigkeit von verschiedenen chemischen Botenstoffen 
unterschiedliche Genexpressionsmuster mit folglich anderer Morphologie annehmen 
[61]. Dabei entstand das Konzept der M1- und M2-Ma in Anlehnung an die Aktivierung 
von T-Zellen zu Th1 und Th2. In vitro lassen sich die durch Stimulation von Interferon γ 
(IFN-γ) „klassisch aktivierten“ inflammatorischen M1-Ma von den durch IL-4 und IL-13 
induzierten „alternativ aktivierten“ wundheilungsfördernden M2-Ma unterscheiden 
[35, 62]. In vivo stehen diese Phänotypen an den beiden Enden eines breiten Spektrums 
von Ma, die durch eine unterschiedliche Ausprägung des Genexpressionsprofils in 
verschiedenen Abstufungen zwischen den beiden Phänotypen aktiviert werden können 
[35].  
Nach dem derzeitigen Erkenntnisstand wird angenommen, dass in der frühen 
Entzündungsphase die infiltrierenden Mo durch den Kontakt zu PAMPS vollständig 
aktiviert werden und so einen Zustand vergleich den inflammatorischen M1-Ma in vitro 
annehmen [29, 63, 64]. Dementsprechend exprimieren sie proinflammatorische 
Mediatoren wie TNFα,  IL-1β, IL-12, IL-23 und IL-6 sowie induzierter 
Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS)  und verstärken somit den Entzündungsprozess [29, 
59]. Dadurch werden unterschiedliche antimikrobielle Mechanismen aktiviert, die u.a. 
durch oxidative Prozesse dazu beitragen, infiltrierte Mikroorganismen abzutöten [29]. 
Daraus resultiert ebenfalls die Gefahr der Schädigung des umliegenden gesunden 
Gewebes, sodass die Aktivierung, Aktivität und Ausmaß des Entzündungsgeschehens 
streng reguliert werden muss. Zudem zeigen die M1-Ma eine starke Genexpression von 
VEGF und PGF (engl. Placental growth factor), sodass ebenfalls in dieser frühen Phase 
der Wundheilung die Angiogenese initiiert wird [59].  
Im Gegensatz dazu bilden M2-Ma die antiinflammatorischen Mediatoren IL-10 und IL-
1RA [29, 65]. Damit reduzieren sie das Ausmaß und die Dauer der inflammatorischen 
Reaktion und regulieren durch Rekrutierung weiterer dFb und Immunzellen den 
anschließenden Wundheilungsprozess [29, 66, 67]. M2-Ma exprimieren zudem auf ihrer 
Oberfläche den Haptoglobin-Hämoglobin-Scavenger-Rezeptor CD163 und den 
Manoserezeptor CD206, die inflammatorische Moleküle binden und fibrogen wirken 
[68]. Darüber hinaus stellen M2-Ma eine Quelle von Wachstumsfaktoren wie VEGF, 
PDGF (engl. platelet-derived growth factor) und TGF-b (engl. transforming growth 




factor β) dar, welche die Angiogenese sowie die Gewebeneubildung im weiteren Verlauf 
der Wundheilung fortführen [7, 29, 69]. M2-Ma exprimieren zudem das Enzym Arginase, 
welches kompetitiv dem iNOS der M1-Ma gegenübersteht. Dieses setzt Arginin zu 
Ornithin und Harnstoff um, stellt somit Substrate zur ECM-Synthese bereit und reduziert 
die Arginin-abhängige Aktivierung von Immunzellen [62, 66, 68].   
Somit lässt sich zusammenfassen, dass sich beide Ma-Typen gegenüberstehen und 
wichtige Funktionen im Entzündungsprozess übernehmen. Diese müssen aber strikt 
reguliert werden, um einen reibungslosen Übergang der verschiedenen Phasen der 
Wundheilung zu gewährleisten. Die Polarisierung der verschiedenen Ma-Phänotypen 
wird durch die Zytokine in ihrer Mikroumgebung reguliert [70]. Jedoch sind die Faktoren, 
die während der Wundheilung im Organismus unter physiologischen Bedingungen den 
Übergang vorwiegend inflammatorischer M1- zu antiinflammatorischen M2-Ma 
einleiten sowie deren Ursprünge derzeit nicht ausreichend beschrieben.  
 
1.3 Beeinflussung der Entzündungsauflösung 
 
Es ist bekannt, dass die Folgeschäden bestimmter Krankheiten wie Adipositas, Diabetes, 
Myokardinfarkt oder Apoplex zu einem erheblichen Teil durch exzessive oder nicht 
auflösende Entzündung verursacht werden [47, 71]. Das Ungleichgewicht zugunsten von 
M1-Ma gegenüber M2-Ma trägt zu diesem Entzündungsgeschehen bei [72]. In 
experimentellen Tiermodellen, in welchen ein Ulcus cornea, ein Myokardinfarkt oder 
eine akute Lungenschädigung induziert wurde, konnte gezeigt werden, dass die 
Applikation von mesenchymalen Stromazellen (MSC) aus dem Knochenmark einen 
günstigen Effekt auf den Ausgang der Erkrankung hat [73–75]. MSC sind in der Lage Ma 
von einem inflammatorischen Phänotyp zu einem antiinflammatorischen Phänotyp zu 
überführen und somit die Entzündungsreaktion und Immunantwort zu modulieren [39]. 
Dazu werden die MSC durch inflammatorische Zytokine aus der Mikroumgebung 
aktiviert und sezernieren daraufhin Mediatoren wie Prostaglandin E2 (PGE2) und tumor 
necrosis factor- inducible gene 6 (TSG-6) [73, 75–77]. PGE2 gehört zur Familie der 
Eicosanoide und wird durch Abspaltung von Arachidonsäure aus der Zellmembran durch 
Phospholipase A2-Isoenzyme, anschließende Metabolisierung durch Cyclooxygenase 
(COX) zu PGH2 und Überführung in die bioaktive Form PGE2 durch 
Prostaglandinsynthasen gebildet [78–80]. COX stellt dabei das Schlüsselenzym dar [80]. 
Im Körper kann die strukturell verwandte, aber genetisch unterschiedlich lokalisierte 
COX-1 von der COX-2 unterschieden werden, die beide zudem verschiedene 
Promoterregionen aufzeigen [79]. Folge ist, dass COX-1 konstitutiv exprimiert wird, 
wohingegen COX-2 v.a. in Entzündungsreaktionen durch andere Zytokine hochreguliert 




Abhängigkeit vom Kontext erfüllt PGE2 unterschiedliche homöostatische [82], 
inflammatorische [83] oder antiinflammatorische Effekte [84]. In Untersuchungen von 
Ylöstalo et al. (2012) wurde der zugrunde liegende Mechanismus der 
antiinflammatorischen Reaktion von PGE2 ausfindig gemacht: Es aktiviert den Rezeptor 
EP4 auf Ma, wodurch die Genexpression  proinflammatorischer Mediatoren und die 
Aktivierung antiinflammatorischer Mediatoren herunterreguliert wird [85].  TSG-6, 
erstmals von Lee et al. (1990) durch Stimulierung von Fb durch TNFα  entdeckt [86], ist 
ein 35 kDa großes Protein, bestehend aus einer Verbindungskomponente und einer 
CUB- Domäne [38], welches als gemeinsamer Baustein unterschiedlicher Proteine 
betrachtet wird [87]. Die Verbindungskomponente interagiert mit der ECM, darunter 
vor allem Hyaluronan [38]. TSG-6 wird nicht konstitutiv gebildet, erst durch 
inflammatorische Mediatoren wird das zugehörige Gen tumor necrosis factor alpha-
induced protein 6 (Tnfaip6) verstärkt exprimiert [88]. Das gebildete Protein greift u.a. in 
den NF-κB vermittelten zellinternen Signalweg ein und reduziert somit die Expression 
proinflammatorischer Zytokine [44, 89].  
Zusammen agieren PGE2 und TSG-6 also direkt antiinflammatorisch und modulieren die 
Aktivität und Differenzierung inflammatorischer Zellen, einschließlich der Ausrichtung 
von M1-Ma zu M2-Ma [39, 77, 90–93].  Bisher gibt es jedoch kaum Daten, die zeigen, ob 
diese Mediatoren auch in einem natürlichen Entzündungsgeschehen die Transition von 
M1- zu M2-Ma regulieren und somit essentielle Faktoren für die Entzündungsauflösung 
darstellen. 
 
1.4 Einfluss von dFb auf die Ma-Differenzierung 
 
DFb, die dominierenden Zellen in der dermalen Schicht, stellen eine extrem heterogene 
und dynamische Zelllinie mit erheblicher funktioneller Vielfalt dar [94, 95]. Sie sind 
mesenchymalen Ursprungs [96]. Da sie nicht durch spezifische Oberflächenmarker 
definiert werden können, werden sie durch die ausbleibende Expression 
charakteristischer Marker anderer Zellen mesenchymaler Abstammung beschrieben 
[95, 97]. Untersuchungen von Haniffa et al. (2007) zeigten, dass adulte humane (hu) Fb 
nach Stimulation durch inflammatorische Zytokine die Aktivierung von T-Zellen 
unterdrücken und somit vergleichbare immunsuppressive Eigenschaften wie MSC 
besitzen [98–100].    
Auch die Arbeitsgruppe von Franz et al. (2017) schlussfolgerte aus ihren 
Untersuchungen, dass humane dFb nach entzündlicher Stimulation, äquivalent zu MSC,  
eine antiinflammatorische Aktivität auf Ma besitzen [101]. Es wurden hierfür Mo mittels 
M1-Ma polarisierenden GM-CSF (engl. granulocyte macrophage colony-stimulating 
factor) zu M1-Ma differenziert. Erfolgte die Differenzierung in direkter Kokultur mit dFb, 




zeigten die Ma nach Stimulation mit Lipopolysacchariden (LPS) eine verminderte 
Expression proinflammatorischer Zytokine wie TNFα und IL-12, eine erhöhte Expression 
von IL-10 im Zellüberstand sowie CD163 auf der Oberfläche [101]. Diese Eigenschaften 
sind typisch für M2-Ma, woraus auf eine Repolarisierung der Ma von M1 zu M2 durch 
die dFb geschlossen werden kann. 
Eine Kultivierung von Mo in Zellkulturüberständen von entzündlich aktivierten dFb 
konnte darüber hinaus zeigen, dass die Regulation über lösliche Faktoren und nicht über 
einen Zell-Zellkontakt bestimmt wird. Die entzündliche Aktivierung von dFb erfolgte 
dabei durch die proinflammatorischen Zytokine IL-1β und TNFα. Es konnte eine 
Hochregulierung der Genexpression von COX-2 und TSG-6 festgestellt werden mit der 
Folge einer erhöhten Konzentration deren Produkten PGE2 und TSG-6 im 
Zellkulturüberstand. Durch die Technik der RNA-Interferenz war es möglich die 
Genexpression von TSG-6 und COX-2 spezifisch zu inhibieren mit der Konsequenz, dass 
eine Polarisierung zu M2-Ma ausblieb [101].  
In weiterführenden in vivo Untersuchungen von Franz et al. konnte die 
antiinflammatorische Eigenschaft von dFb bestätigt werden. Im akuten 
Entzündungsmodell der Thioglycolat induzierten Peritonitis in der Maus konnte sie 
zeigen, dass bei zusätzlicher Applikation von dFb die Einwanderung von Immunzellen 
reduziert war und folglich weniger Entzündungsfaktoren in der peritonealen Füssigkeit 
gefunden wurden. Darüber hinaus konnten in isolierten Ma aus dem Peritoneum eine 
verstärkte Polarisierung von M2-Ma nachgewiesen werden [101]. Weiterhin wurden die 
Effekte der dFb auf die Wundheilung in diabetischen db/db Mäusen untersucht, die 
aufgrund ihres diabetischen Phänotyps (ähnlich zur Situation bei diabetischen 
Patienten) eine verzögerte Wundheilung aufgrund einer verlängerten 
Entzündungsreaktion zeigten [102]. Durch dFb-Injektionen in die Wunde konnte die 
Expression entzündlicher Mediatoren (u.a. IL-1β) reduziert und die der 
antientzündlichen und wundheilungsfördernden Mediatoren (wie IL-10, Relm a) erhöht 
sowie vermehrt M2-Ma in den Wunden festgestellt werden. Als Folge dessen konnte ein 






Die nach einem Wunddefekt einsetzende Kaskade inflammatorischer Reaktionen stellt 
eine Schlüsselrolle für das Ergebnis der Wundheilung in der menschlichen Haut dar. 
Chronische Wunden sistieren in dieser Entzündungsphase und heilen nicht. Ma 
übernehmen in der Auflösung der Entzündungsreaktion eine zentrale Rolle. Vor allem 
der Übergang eines entzündungsfördernden Milieus mit M1-Ma zu einem 
antiinflammatorischen Milieu mit M2-Ma stellt einen essentiellen Schritt zum 
physiologischen Ablauf des Wundverschlusses dar. In bisherigen Untersuchungen 
konnte der Einfluss von dFb auf die Regulation der Differenzierung/Polarisierung von Ma 
gezeigt und auf die beiden Mediatoren TSG-6 und PGE2, einem Produkt von COX-2, 
zurückgeführt werden. Daraus leitet sich die folgende Arbeitshypothese ab, ob dFb in 
der Wundheilung den Wechsel von M1-Ma zu M2-Ma durch die Expression der beiden 
Mediatoren TSG-6 und COX-2 bzw. derer Produkte TSG-6 und PGE2 regulieren und somit 
zur Entzündungsauflösung beitragen können.  
Dazu wurde in einem murinen in vivo Wundheilungsmodell unter physiologischen 
Bedingungen zunächst der Wundverschluss nachvollzogen und anhand bestimmter pro- 
und antiinflammatorischer Mediatoren der Zeitpunkt der Entzündungsauflösung 
definiert. Anschließend wurde das zeitliche Auftreten von TSG-6 und COX-2 und deren 
Produkte im Verlauf der Wundheilung zu den obigen Ergebnissen in Beziehung gesetzt. 
Im Folgenden sollte überprüft werden, ob dFb eine mögliche bzw. sogar die einzige 
Quelle dieser Mediatoren sind. Als Ausblick und für die Bedeutung im menschlichen 
System wurde in einem humanen in vitro Modell die Expression und Synthese von TSG-
6 und COX-2/PGE2 in kultivierten KC und dFb verglichen.  
Insgesamt stellen die neu gewonnenen Erkenntnisse Grundlagen zukünftiger 
Untersuchungen zum funktionalen Ablauf der Wundheilung dar, woraus sich neue 
therapeutische Ansätze zur Modulation einer gestörten Wundheilung ergeben können.  
 Summarisch stellten sich folgende Fragen: 
1. Wann kann der Wundverschluss der Wunde nachvollzogen und wie und wann 
kann die stattfindende Entzündungsphase charakterisiert werden? (Kap. 3.1) 
2. Wann werden in der Wundheilung TSG-6 und COX-2/PGE2 exprimiert und 
gebildet? (Kap. 3.2)  
3. Stellen dFb die Quelle von TSG-6 und COX-2 dar? (Kap. 3.3)  
4. Können entzündlich stimulierte huKC wie dFb ebenfalls TSG-6 und COX-2 










Die im Tiermodell verwendeten Mäuse stammen von der Linie C57Bl/6 ab und wurden 
vom Medizinisch-experimentellen Zentrum der Universität Leipzig gezüchtet. Es wurden 
ausschließlich Mäuse vom weiblichen Geschlecht im Alter zwischen 11 und 14 Wochen 
für die Experimente verwendet. Alle Prozeduren wurden von der lokalen 
Tierschutzkommission des Bundeslandes Sachsen und der Universität Leipzig genehmigt 
(Tierversuchsantrag TVV24/12).  
 
 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
 
Geräte 
BD FACSCanto™ II    BD Biosciences, San Jose, USA 
Celloshaker      Renner GmbH, Dannstadt, DE 
Contura Trimmer     Wella Professionals, Rohrbach, DE  
Digitalkamera Canon S120   Canon Deutschland GmbH, Krefeld, DE 
Elx50 Washer     BioTek Instruments Inc., Winoosk, USA 
Epoch Mikroplattenspektrophotometer BioTek Instruments Inc., Winoosk, USA 
Feinwaage AC121S    Sartorius AG, Göttingen, DE 
Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 (Biorevo) Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg, 
DE 
Galaxy® 170 S CO2 Inkubator   Eppendorf AG, Hamburg, DE  
Gefrierschrank -20 °C Liebherr comfort Liebherr-International Deutschland GmbH, 
Biberach an der Riß, DE 
Gefrierschrank -80 °C HERAfreeze HFU Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Hearaeus Pico 17 Zentrifuge Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Heizplatte  Thermo Flächenheizungs GmbH; 
Schwalbach am Taunus, DE  
IKA MS1 orbital shaker Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, DE  
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Kühlschrank 4 °C Liebherr comfort Liebherr-International Deutschland GmbH, 
Biberach an der Riß, DE  
LED macro ring light model LED-60 JJC Photography Equipment Co. LTD, 
Shenzhen City, China 
Leica CM 1950 Kryostat  Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch 
DE 
MACS® MultiStand  Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, 
DE 
MidiMACS® Separator Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, 
DE 
Mastercycler ep gradient   Eppendorf AG, Hamburg, DE 
Neubauer Zählkammer Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda 
Königshofen, DE 
Objektiv, 10x/0,45 Objektiv Plan Apo Nikon Corporation, Tokio, Japan 
Omega Plus Serological Pipettor  Argos Technologies, Elgin, USA  
Primovert Mikroskop    Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, DE 
RotorGene RG-3000  Qiagen, Hilden, DE (ehem. Corbett 
Reasearch) 
Rotor- Gene Q 5plex HRM Qiagen, Hilden, DE 
TissueLyser LT     Qiagen, Hilden, DE  
Tomy PMC-060 Zentrifuge   CS Bio Co., Menlo Park, USA 
Ultraschallprozessor UP50H  Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, DE 
Variomag multi-point Rührer  Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Vortexmischer    Neolab, Heidelberg, DE  
 
Verbrauchsmaterialien  
96- Well Polystyrolplatte, U-Grund Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 
Anti-PE MicroBeads Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, 
DE  
Biopsiestanze  6,0 mm   Pfm medical AG, Köln, DE  
Bürste Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch 
DE 
CELLSTAR® Pipetten (5,10,25, 50 mL) Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 
Cellstar® Zentrifugengefäß (15 und 50 mL) Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 
Chirurgische Einmalskalpelle   Aesculap AG, Tuttlingen, DE  
Cover Glass 24 x 40 mm Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, DE 
Cyro.S™ 2mL Reaktionsgefäß   Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 
Easystrainer (40 und 70 µM)   Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 





Falcon® 14 mL Rundboden PP Gefäß Fisher Scientific Company LLC, Fisher 
Pittsburgh, USA 
Glasschnittstrecker Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, 
DE 
Handschuhe Peha-soft nitrile  Paul Hartmann AG, Heidenheim, DE  
LS Columns  Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, 
DE 
Mundspatel M6 Heinz Herenz, Medizinalbedarf GmbH, 
Hamburg, DE 
Microtome blades C35 type Feather Safety Razor Co. Ltd, Osaka, Japan 
Nunc™MikroWell™ 96-Well Mikroplatte BioTek Instruments Inc., Winoosk, USA 
PCR 0,1mL 4-Tube & 4-Cap Strips Biozym Scientific GmbH, Hessisch 
Oldendorf, DE 
Pipetten M10, M20, M100, 1000  Biohit Sartorius AG, Göttingen, DE 
Pipetten M10, M20, M100, 1000  Gilson Inc., Middleton, USA 
Pipetten M10, M20, M100, 1000  HTL, Warschau, Polen 
Pipettenspitzen (10, 20, 200, 1000 µL) Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 
Reaktionsgefäße 0,5 mL   Sarstedt, Nümbrecht, DE 
Reaktionsgefäße 1,5 mL   Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 
Reaktionsgefäße 2 mL   Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 
Rostfreie Stahlkugel (5 und 7 mm)  Qiagen, Hilden, DE  




BD FACSDiva™ Software   BD Biosciences, San Jose, USA 
BZ II Viewer Keyence Deutschland GmbH, Neu- 
Isenburg, DE 
BZ II Analyzer Keyence Deutschland GmbH, Neu- 
Isenburg, DE 
Excel 2013,2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA  
Gen5 Data Analysis     BioTek Instruments Inc., Winoosk, USA 
GraphPad Prism 5.01    GraphPad Software Inc., La Jolla, USA  
PowerPoint 2016    Microsoft Corporation, Redmond, USA 
Rotor-Gene 6 Version 6.1 Qiagen, Hilden, DE (ehem. Corbett 
Research) 
Rotor- Gene Q – Version 2.3.1 Qiagen, Hilden, DE 
Word 2013, 2016    Microsoft Corporation, Redmond, USA 
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 Chemikalien und molekularbiologische Reagenzien 
 
Chemikalien 
2-Mercaptoethanol  Sigma Aldrich Chemie GmbH, München, DE  
2-Propanol 70 % (vol/vol)   Dr. Schuhmacher GmbH, Malsfeld, DE 
Aceton J.T.Backer® Avantor™ Performance 
Materials, Center Valley, USA 
Albumin Fraktion V, proteasefrei (BSA) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
Aqua destillata    Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
Diethyldicarbonat (DEPC)   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium  Biochrom GmbH, Berlin, DE 
   (DMEM) 
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline  Biochrom GmbH, Berlin, DE  
   (PBS)  
Ethanol absolut Emplura   Merck KGaA, Darmstadt, DE   
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Eosin      Waldeck GmbH & Co. KG, Münster, DE 
Fetales Kälberserum (FBS, FKS)  Biochrom GmbH, Berlin, DE 
Flüssigstickstoff (LN2) Air Liquide Deutschland GmbH, Düsseldorf, 
DE 
Hämalaun     Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
HEPES Puffer     Lonza Group Ltd., Basel, Switzerland  
Kaliumchlorid     Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
Kaliumdihydrogenphosphat   Merck KGaA, Darmstadt, Dtl 
Keratinocyte Growth Medium (KGM) Lonza Group Ltd., Basel, Switzerland 
Liberase F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Schweiz 
Natriumchlorid    Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
Natriumhydrogencarbonat   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
Natriumhydroxid      Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. 
KG, Ingelheim am Rhein, DE 
RPMI 1640 Flüssigmedium    Biochrom GmbH, Berlin, DE  
Schwefelsäure     Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden, DE  
Trockeneis Sigma Aldrich Chemie GmbH, München, DE 
0,25 % (w/v) Trypsinlösung in PBS  Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 





Trypanblau-Färbelösung 0,4% Invitrogen Fisher Scientific Company LLC, 
Fisher Pittsburgh, USA 
 
Puffer und Medium 
ELISA-Waschpuffer  
- PBS 








- 10 % (vol/vol) FKS 










- 0,5 % (vol/vol) FKS 
- 2 mM EDTA  
 
RNA-Lyse-Puffer 
- RLT-Puffer  
- 10 % β-Mercaptoethanol  
 
Medikamente 
Ketaminhydrochlorid 10%    Bela-Pharm GmbH & Co., Vechta, DE  
Rompun 2% (Xylazin)    Bayer Vital GmbH, Leverkusen, DE  
NaCl 0,9 %     B.Braun Melsungen AG, Melsungen, DE 
Tramadol 50mg/ 1 mL   Grünenthal GmbH, Stolberg, DE  
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Bepanthen Augen- und Nasensalbe 10 g Bayer Vital GmbH, Leverkusen, DE 
Hautantiseptikum Kodan Tinktur forte  Schülke & Mayr GmbH, Noderstedt, DE  
Penicillin/Streptomycin    Biochrom GmbH, Berlin, DE 
 
Molekularbiologische Reagenzien 
dNTP Mix (10mM/ 1mL)   Promega Corporation, Madison, USA 
GoTaq® qPCR Master Mix   Promega Corporation, Madison, USA 
M-MLV Reverse Transcriptase Promega Corporation, Madison, USA 
Oligo dT-Primer (0,5 µg/µL) Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, 
USA 
rh-IL-1β Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, 
DE 
r-RNAsin® Ribonuklease Inhibitor Promega Corporation, Madison USA 
rh-TNFα Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, 
DE 
rh-TSG-6 R&D System, Minneapolis, USA 
rm-TSG-6      R&D System, Minneapolis, USA  
 
Fertiglösungen und -kits 
Einbettmedium  Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, 
DE  
ELISA Assay Diluent 5x BioLegend, San Diego, USA 
ELISA Counting-Puffer 5x BioLegend, San Diego, USA 





Eukitt Fluka Quick hardering mounting Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, DE  
M-MLV RT 5X Buffer    Promega Corporation, Madison, USA 
Nukleasefreies Wasser Promega Corporation, Madison, USA 
Parameter PGE2 Immunoassay    R&D Systems, Minneapolis, USA 
- Mikroplatte mit Anti-Maus-  
Antikörper (Ziege)  
- PGE2-Standard 
- PGE2-Konjugat 
- Primäre Antikörperlösung 






- Farbreagenz A & B 
- Stopplösung 
Pierce™ BCA Protein Assay Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham,  
- BCA Reagent A    USA 
- BCA Reagent B 
- Albumin Standard Ampulle  
2 mg/mL 
ProcartaPlex Cell Lysis Buffer eBioscience San Diego, USA 
RNAlater® Lösung Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, 
USA 
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, DE  
- Puffer (RLT, RPE, RW1) 
- Spinsäulen 
- RNasefreies Wasser 
Strepavidine-HRP     BD Bioscience, San Jose, USA 
TMB Solution     eBioscience San Diego, USA 
TMB Substrate Reagent Set  Biolegend, San Diego, USA 
Zelllysis Puffer  Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, 
USA 
 
 Antikörper und Primer  
 
Neben den in der Tabelle 2.1 verwendeten Antikörpern waren die Beschichtungs- und 
Detektionsantikörper für die murinen ELISA (TNFα, IL- 1β, IL- 6, MCP- 1, IL-10) im Kit 
ELISA MAX™ Standard der Firma BioLegend, San Diego, USA enthalten. Teilweise sind 
die verwendeten Antikörper mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert, diese sind PE 
(Phycoerythrin), FITC (Fluorescein), PerCP (Peridin-Chlorophyll-Protein), Cy (Cyanin) und 
APC (Allophycocyanin).  
Alle Primer wurden von der Firma Metabion International AG, Planegg/Steinkirchen, 
Deutschland bezogen und sind in der Tabelle 2.2 aufgezählt. 




Tabelle 2.1: Auflistung der verwendeten Antikörper. Es werden die verwendeten Antikörper mit 
dem jeweiligen Klon/Spezies, Hersteller mit Sitz und Verwendungszweck angegeben. 
 
 
Tabelle 2.2: Auflistung der verwendeten Primer. Nennung der Spezies und Gensequenzen der 







 Zellkultur  
 
Die Zellkulturexperimente dienten zur Beantwortung der Fragestellung, ob entzündlich 
stimulierte hu KC ebenfalls wie hu dFb TSG-6 und COX-2 exprimieren und folglich TSG-6 
und PGE2 synthetisieren.  
Humane dFb und humane KC wurden von Ferrer und Saalbach (Klinik und Poliklinik für 
Dermatologie, Venerologie und Allergologie, Universität Leipzig) nach beschriebenen 
Methoden [103, 104] isoliert und für die Untersuchungen zur Verfügung gestellt.  
Je 20.000 humane dFb wurden in 24-Wellplatten in DMEM mit 10 % FKS (vol/vol) und 1 
% (vol/vol) Penicillin/ Streptomycin bei 37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid in einer feuchten 
Atmosphäre im Brutschrank kultiviert. Je 50.000 KC wurden unter gleichen Bedingungen 
in DMEM mit 1 % (vol/vol) Penicillin/Streptomycin ohne Zusatz von FKS auf einer 
kollagenbeschichteten 24-Wellplatte (Kollagen 20 µL/mL) angezüchtet. Jeden zweiten 
Tag wurde das Medium gewechselt.  
Ab einer lichtmikroskopisch sichtbaren Konfluenz von 80 % wurden die humanen KC und 
dFb durch die proinflammatorischen Zytokine IL-1β und TNFα stimuliert. Dabei wurde 
das vorhandene Medium verworfen, die KC zweimal mit PBS gewaschen und 
anschließend in RPMI Vollmedium, dass mit 2,5 ng/mL IL-1β und 5 ng/mL TNFα zur 
Zellstimulation ergänzt wurde, kultiviert. Die Stimulaton der humanen dFb erfolgte 
analog, mit dem Unterschied, dass dem Medium 10 % FKS hinzugefügt wurde. Zur 
Kontrolle wurde bei einem Teil der KC und dFb Medium ohne Zyktokine zugegeben. 
Nach 24 h Kultur im Brutschrank wurde der Überstand abgenommen und bis zur 
Proteinanalyse mittels Elisa bei -80°C gelagert (siehe Kap. 2.2.8). Die Zellen wurden mit 
PBS gespült und durch Zugabe von 350 µl RNA-Lyse-Puffer (Firma Qiagen) lysiert, sodass 
die RNA anschließend direkt gewonnen und für Genexpressionsanalysen verwendet 
werden konnte (siehe Kap. 2.2.7).   
 
 In vivo Wundheilungsmodell 
 
Als grundlegendes Tiermodell wurde in dieser Arbeit auf ein bekanntes 
Wundheilungsmodell mit der C57Bl/6-Maus zurückgegriffen [101]. Dafür wurden den 
Mäusen auf dem Rücken zwei definierte Wunden hinzugefügt, welche an den Tagen 1, 
3, 5, 7 und 10 nach Wundsetzung aufgearbeitet und molekularbiologisch und 
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proteinbiochemisch analysiert wurden. Als Kontrolle wurden die Stanzbiopsien an Tag 
0, im Folgenden als normale Haut (nH) bezeichnet, verwendet. Die Durchführung der 
Tierversuche wurde durch die Landesdirektion Sachsen genehmigt (TVV24/12). Die 
Wundsetzung und sachgemäße Tötung der Tiere wurde von autorisierten Personen und 
die nachfolgenden Aufbereitungen und Analysen post mortem von mir durchgeführt.  
Abb. 2.1 zeigt die Versuchsdurchführung der Wundsetzung. Die Mäuse wurden mittels 
einer intraperitonealen Injektion von 5 µl pro Gramm Maus mit der Narkoselösung im 
unteren Quadranten paramedian narkotisiert (Abb. 2.1(2)). Die Narkoselösung setzte 
sich aus einem Fünftel des Anästhetikums Ketamin (10 %), einem Fünftel des Sedativums 
und Analgetikums Rompun (2 %) und drei Fünfteln einer NaCl-Lösung (0,9 %) zusammen. 
Zur Feststellung der Anästhesie wurden die Fuß- und Kornealreflexe überprüft. Zur 
Vorbereitung des Operationsgebietes wurde eine Fläche von ca. 4 x 4 cm mit einem 
elektrischen Rasierer von Haaren entfernt und mit einem Desinfektionsmittel 
(Hautantiseptikum Kodan Tinktur forte, Schülke & Mayr GmbH, Noderstedt) gründlich 
desinfiziert (Abb. 2.1(4/5)). Zum Schutz der Augen wurde eine Augensalbe mit 5 % 
Dexpanthenol aufgetragen (Abb. 2.1(6)). Der Rücken wurde durch eine farbliche 
Markierung entlang der Mittelachse in zwei Seiten getrennt. An dieser Markierung 
wurde die Haut auf einem Mundspatel aufeinandergelegt (Abb. 2.1(8)), sodass durch 
eine zweite Person mittels einer sterilen 6-mm-Biopsiestanze gleichzeitig zwei 
symmetrische Wunden gesetzt werden konnten (Abb. 2.1(9-11)). Diese umfassten dabei 
die Epidermis, die Dermis und das subkutane Fettgewebe (full-thickness). Die 
Biopsiestanzen dienten als Referenzkontrollen für nH. Dabei wurde eine der 
Stanzbiopsien in ein Reaktionsgefäß mit 50 µL RNA® later Lösung überführt und 
anschließend bei -80 °C für Genexpressionsanalysen gelagert. Die andere Gewebestanze 
wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und ebenfalls bei -80 °C für 
proteinbiochemische Analysen gelagert.  
Anschließend wurden die Mäuse einzeln in Käfige gesetzt, welche bis zum vollständigen 
Erwachen auf einer Heizplatte platziert waren. Zur effektiven Schmerztherapie wurde 
dem Trinkwasser Tramadol in einer Konzentration von 0,16 mg/mL hinzugefügt. Die 
Tiere wurden nach dem Eingriff regelmäßig überwacht.   
Die Tötung am entsprechenden zu untersuchenden Tag erfolgte mittels dosierter CO2-
Einleitung. Zur makroskopischen Evaluierung wurden die Wunden fotografiert und 
anschließend mithilfe einer chirurgischen Schere und Pinzette mit einem Wundrand von 
ca. 2 mm aus dem Hautgewebe präpariert. Das Präparat wurde in eine Petrischale 
überführt, um ggf. umliegendes Fettgewebe zu entfernen. Die so erhaltenden 







Abbildung 2.1: Versuchsdurchführung der Wundsetzung. Zunächst wird die Maus aus dem Käfig 
(1), mittels intraperitonealer Injektion (2) narkotisiert (3), anschließend werden die Haare auf 
einem ausreichenden Areal auf dem Rücken mittels eines Rasierers entfernt (4-5), eine 
Augensalbe und eine Markierung auf der Mitte des Rückens wird aufgetragen (6), der Rücken 
wird desinfiziert, die Haut wird auf einem Mundspatel aufeinandergelegt (7-8), eine zweite 




2 Materialien und Methoden 
24  
 
 Aufbereitung der Gewebeproben  
 
Die Abbildung 2.2 zeigt schematisch den Aufbau der Wunde nach der Wundsetzung: die 
beiden Hauptschichten der Haut: die Epidermis, hauptsächlich aus KC aufgebaut, und 
die Dermis, vorrangig bestehend aus dFb und hämatopoetischen Zellen wie 
Granulozyten und Makrophagen, sind dargestellt. Das zu untersuchende Gewebe 
(gestricheltes Kästchen) wurde abhängig von der Fragestellung unterschiedlich 
aufbereitet. Zur Charakterisierung des Wundverschlusses und der Entzündungsphase 
sowie der Feststellung, ob TSG-6 und COX-2/PGE2 exprimiert werden, wurde die 
Gesamtwunde analysiert. Die Auftrennung der beiden Hautschichten Epidermis und 
Dermis und die Isolation der dFb diente zur Analyse, ob dFb die Quelle dieser beiden 
Mediatoren in der Wundheilung darstellen.  
 
 
Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Wunde mit Aufzeigung der anschließenden 
Probenaufbereitung. Darstellung einer Wunde mit Wundrändern und beteiligten Zellen nach der 
Stanzbiopsie. Die Epidermis, bestehend aus KC, zeigt einen Substanzdefekt, die Dermis mit auf 
beiden Randseiten vorhandenen dFb und Gefäßeinzeichnungen mit Endothelzellen zeigt 
ebenfalls einen zentralen Substanzdefekt, in welchen vorrangig hämatopoetische Zellen wie 
Granulozyten und Makrophagen migrieren. Im unteren Abschnitt ist eine Übersicht über die 
nachfolgenden Proben aufgezeichnet: 1. Die Gesamtwunde wurde auf ihre Genexpression und 
Proteinsynthese analysiert, 2. Die epidermalen und dermalen Schichten wurden getrennt und 3. 
dFb von den restlichen Zellen isoliert. Diese beiden letzten Probenaufbereitungen wurden 







Zur Analyse des Gesamtwundewebe wurde von einer Maus jeweils eine komplette 
Wundprobe in 50 µL RNA® later Lösung zur Gewinnung von RNA-Material überführt. Die 
zweite Wundbiopsie wurde entlang der Mittelachse halbiert, wovon eine Hälfte für die 
mikroskopische Aufbereitung in Einbettmedium (Leica Biosystems Nussloch GmbH, 
Nussloch) im Kryostat bei -25 °C eingefroren und die andere Hälfte in flüssigem Stickstoff 
zur Konservierung für die anschließende proteinbiochemische Aufarbeitung 
schockgefroren wurde. Alle Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C 
gelagert.  
Zur Gewinnung der RNA aus dem Gesamtgewebe mussten die Proben vorbereitet 
werden. Die Stanzbiopsien wurden auf Raumtemperatur (RT) gebracht, in ein neues 
Reaktionsgefäß mit 300 µL RNA-Lyse-Puffer mit einer rostfreien Stahlkugel der Größe 7 
mm überführt. Im TissueLyser wurden die Proben für 2 min bei einer Frequenz von 50 Hz 
physikalisch zerkleinert, somit die RNA aus den Zellen gelöst und mithilfe des Puffers in 
Lösung gehalten. Nach einer Zentrifugation von 60 s bei RT mit 13.300 x g wurde die 
gewonnene RNA aus dem Überstand mit Hilfe des RNeasy Isolationskit der Firma 
Quiagen isoliert. Diese Arbeitsschritte sind im Kap. 2.2.7.1 erläutert.  
 
 Auftrennung der dermalen und epidermalen Schicht 
 
Die Gesamtwundbiopsien wurden in der Mitte halbiert und in einer vorbereiteten 
Wellplatte mit 0,25 % Trypsinlösung gelegt und für 24 h bei 4 °C inkubiert. Trypsin besitzt 
die Eigenschaft, die Matrix tierischer Gewebe schonend anzudauen ohne die 
Zelloberfläche oder die Interzellularstruktur irreversibel zu schädigen [105], sodass 
nachfolgend die epidermale von der dermalen Schicht voneinander getrennt werden 
können [106]. Hierzu wurden die Hautstücke am darauffolgenden Tag in eine Petrischale 
überführt und mittels eines Skalpells die oberste Hautschicht vorsichtig abgestreift. 
Dabei blieb die Dermis als weiße zusammenhängende Schicht erhalten, während die 
abgezogene Epidermis als eine graue „Mousse“ zurückblieb. Dermis und Epidermis 
wurden anschließend getrennt voneinander zur Gewinnung von RNA weiter 
aufgearbeitet. Dabei wurden insgesamt 4 Wundbiopsien zusammengefügt, um 
ausreichende RNA-Mengen für die nachfolgenden Analysen zu erhalten.  
Die epidermale Fraktion wurde mit einem Skalpell weiter manuell zerkleinert, in 4 mL 
PBS vorsichtig mit einer Glaspipette resuspendiert und in ein 15 mL Falcon überführt. 
Die Suspension wurde über ein 40 µM-Nylonsieb in ein neues Falcontube gegeben. 
Dieses wurde mit 1000 rpm für 5 min bei RT zentrifugiert. Durch anschließendes 
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Verwerfen des Überstandes wurde ein Zellpellet gewonnen. Es erfolgte ein erneutes 
Resuspendieren in PBS. Von dieser wurde ein Aliquot entnommen, um die Zellzahl zu 
bestimmen (siehe Kap. 2.2.5). Ca. 10.000 Zellen der resuspendierten Lösung wurden 
entnommen, um die Reinheit der epidermalen Fraktion zu überprüfen. Hierzu wurden 
die Zellen mit einem PE-markierten Antikörper gegen E-Cadherin (CD324) gefärbt und 
der Anteil CD324+ Zellen im Durchflusszytometer analysiert (siehe Kap. 2.2.6). Der 
restliche Anteil der resuspendierten Probe wurde erneut zentrifugiert, der Überstand 
verworfen und das Zellpellet in 700 µL Lysepuffer zur RNA- Gewinnung resuspendiert 
(siehe Kap. 2.2.7.1). 
Die dermale Fraktion wurde in kleine Stücke geschnitten und in ein vorbereitetes 
Polypropylen Reaktionsgefäß mit 700 µL RNA-Lyse-Puffer gebracht. Mithilfe von 
Ultraschallwellen wurden die Zellen lysiert, sodass das intrazelluläre Material in Lösung 
überging und aufgrund des Puffers gebunden wurde. Dazu wurde ein Ultraschallstab in 
die Proben getaucht. Der Stab wurde mit Natriumhydroxid, destilliertem Wasser und 
Ethanol gereinigt. Das so gewonnene Zelllysat wurde in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt und anschließend die RNA isoliert (siehe Kap. 2.2.7.1).  
 
 Isolierung von dermalen Fibroblasten aus Wund- und 
Hautbiopsien  
 
Die Separation von dFb aus dem Wundbett kann aufgrund des Fehlens eindeutiger, 
bekannter Oberflächenmarker für dFb nur über eine negative Selektion geschehen. 
Somit wurden dFb durch Entfernung anderer Zelltypen, für die bestimmte 
Oberflächenmarker definiert sind, gewonnen. Als Grundlage diente dafür die Methode 
der Arbeitsgruppe Rinkevich et al. (2015), welche durch umfangreiche 
molekulargenetische Analysen nachwiesen, dass dFb aus der Haut in der 
Durchflusszytometrie (DFZ) durch eine Sortierung fluoreszenzmarkierter Zellen, die je 
nach Fluoreszenzsignal in unterschiedliche Auffanggefäße gebracht werden, 
angereichert werden konnten [97]. Die markierten Zellen umfassten Endothelzellen via 
des zellspezifischen Markers CD31, KC via CD324 und hämatopoetischen Zellen via 
CD45. In dieser Arbeit wurde diese Methode auf das Verfahren der magnetischen 
Zellseparation angepasst (siehe Abb. 2.3). Das Prinzip umfasst die magnetische 
Markierung entsprechender Zellen anhand ihrer Oberflächenproteine, welche durch 
eine in einem Magnetfeld befindliche Säule wandern [107]. Nichtmarkierte Zellen 
passieren diese und werden aufgefangen, während die restlichen Zellen zurückgehalten 
werden. Nach einem Waschschritt wird die Säule aus dem Magnetfeld entnommen und 





aufgefangen. So erhält man zwei getrennte Lösungen, eine mit den markierten (positive 
Fraktion) und eine mit den nichtmarkierten (negative Fraktion) Zellen.  
Die präparierten Wunden und Hautstanzen wurden mit einem Skalpell zerkleinert und 
zusammen in einen vorbereiteten Kolben mit 2 mL DNEM und Liberase in einem 
Verhältnis von 1:285 gegeben. Liberase führt durch eine enzymatische Auftrennung zu 
einer Dissoziation des Gewebes und der ECM und folglich zur Freisetzung der Zellen aus 
dem Gewebeverband [108].  Der Kolben wurde in einem Wärmeschrank bei 37 °C unter 
ständigem Rühren für 90 min inkubiert. Für die weitere Verarbeitung ist eine reine 
Zellpopulation erforderlich, weswegen das aufgelöste Zellgemisch in zwei Schritten 
gereinigt wurde. Im ersten Reinigungsschritt wurde die Zellsuspension durch ein 70 µm-
Sieb und anschließend durch ein 40 µm-Sieb gegeben, um die festen Bestandteile zu 
entfernen. Als Spüllösung wurde MACS® Puffer verwendet. Der zweite Reinigungsschritt 
erfolgte über eine MACS® Säule, welche mit 1 mL MACS® Puffer vorgespült und nach 
der Probenauftragung zweimal mit 2 mL nachgespült wurde. Aus der gewonnenen 
Lösung wurde ein Aliquot zur Zellzahlbestimmung abgenommen (siehe Kap. 2.2.5), der 
restliche Teil wurde bei 270 rpm für 7 min bei 4 °C zentrifugiert. Die folgenden 
Versuchsschritte sind in Abb. 2.3 dargestellt. Der Überstand wurde verworfen und das 
gewonnene Zellpellet in einer Antikörperlösung aufgenommen (siehe Abb. 2.3 Spalte 2). 
Die Antikörperlösung wurde mit dem MACS® Puffer hergestellt, in dem die 
entsprechenden PE-gelabelten Antikörper (CD31, CD324, CD45) im Verhältnis 1:50 
verdünnt wurden. Nach Zugabe der entsprechenden Menge folgte eine Inkubationszeit 
von 10 min bei 4 °C mit einer anschließenden Zentrifugation bei 300 rpm für 3 min bei 4 
°C. Der Überstand wurde verworfen und entsprechend der Zellzahl in einer Lösung aus 
MACS® Puffer und Anti-PE-Microbeads resuspendiert. Dabei wurden pro 10 x 106 Zellen 
20 µL Anti-PE-Microbeads im Verhältnis 1:5 mit dem MACS® Puffer hinzugegeben (siehe 
Abb. 2.3 Spalte 3). Diese Anti-PE-Microbeads banden an die zuvor gebundenden 
Antikörper an der Zelloberfläche und machen diese durch die Kopplung der Microbeads 
magnetisch. Die Lösung wurde für 15 min bei 4 °C inkubiert und anschließend mit den 
gleichen Parametern wie nach der Antikörperzugabe zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Zellpellet in 500 µL MACS® Puffer resuspendiert. Die MACS® Säule 
wurde in einem Magneten platziert, mit MACS® Puffer benetzt, sodass anschließend die 
resuspendierte Lösung auf die Säule gegeben wurde (siehe Abb. 2.3 Spalte 4). Es erfolgte 
eine zweimalige Spülung mit 2 mL MACS® Puffer. Die markierten Zellen mit den 
entsprechenden Oberflächenmarkern und gebundenen Microbeads wurden in der Säule 
aufgrund des Magneten und der gebundenden Microbeads zurückgehalten, die nicht 
markierten Zellen (dFb) wanderten durch die Säule und wurden in einem neuen Gefäß 
als negative Fraktion aufgefangen. Die Säule wurde aus dem magnetischen Feld 
herausgenommen, MACS® Puffers auf die Säule gegeben. Mithilfe eines aufgesetzten 
Stempels wurden die gebundenen Zellen aus der Säule gewaschen und in einem neuen 
Reaktionsgefäß als positive Fraktion aufgefangen (siehe Abb. 2.3 Spalte 5). Man erhielt 
somit eine negative Fraktion ohne die markierten Zellen und eine positive Fraktion mit 
2 Materialien und Methoden 
28  
 
den markierten Zellen. In der ersten Fraktion befanden sich folglich die dFb. Die positive 
Fraktion wurde als Kontrolle weitergeführt.  
 
 
Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der dFb-Isolation mittels magnetischer 
Zellsortierung. Dargestellt sind die in der nativen Suspension aus den präparierten Hautbiopsien 
gewonnenen Zellen (Spalte 1): hämatopoetischen Zellen mit dem spezifischen 
Oberflächenmarker CD45, KC mit CD324, Endothelzellen mit CD31 und dFb. Die spezifischen PE-
gelabelten Antikörper gegen die jeweiligen Oberflächenproteine banden an die entsprechenden 
Zellen (Spalte 2). Anschließend wurden gegen das PE gerichtete Microbeads hinzugeben (Spalte 
3), welche die Zellen nach Einbringen in einen Magneten zurückhielten, sodass eine negative 
Fraktion mit den nicht markierten Zellen gewonnen wurde (Spalte 4), durch Herausnahme aus 
dem Magneten und erneutes Spülen wurde die positive Fraktion mit den markierten Zellen 
gewonnen (Spalte 5).  
 
Anschließend wurde ein Aliquot zur Reinheitsüberprüfung der beiden separierten 
Zellfraktionen in der DFZ entnommen (siehe Kap. 2.2.6).  Die restliche Probe wurde 
erneut bei 300 rpm für 3 min bei 4°C zentrifugiert, der Überstand verworfen und das 
Zellpellet in 700 µL RNA-Lyse-Puffer resuspendiert, sodass anschließend die RNA für 
folgende Genexpressionsanalysen gewonnen wurde (siehe Kap. 2.2.7). 
 
 Histologische Analyse 
 
Zur Untersuchung des Wundverschlusses wurden Gewebeschnitte der in 
Einbettmedium fixierten Wundproben angefertigt und anschließend mit Hämatoxylin 
und Eosin (H&E) angefärbt. Dazu wurden aus den eingefrorenen Gewebeproben in 





bis zur Färbung bei -80°C zwischengelagert. Zur Durchführung der H&E-Färbung wurden 
die Objektträger bei RT für 10 min aufgetaut und luftgetrocknet, im 100-prozentigem 
Acetonbad fixiert und wieder luftgetrocknet. Anschließend erfolgte die Färbung im 
Hämalaunbad für 10 min und im Eosinbad für 3 min. Dazwischen erfolgten mehrmalige 
Waschschritte mit Wasser. Zuletzt wurde die Färbung durch einen Wechsel aus 
ansteigend konzentrierten Ethanolbädern von 70 % über 96 % bis 100 % fixiert. Nach 
nochmaligem Lufttrocknen wurden auf den Schnittpräparaten 1 Tropfen der 
Verhärtungslösung (Eukitt) pipettiert und mit einem Deckgläschen eingedeckt. Die 
anschließende Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop (Keyence BZ-9000). Die 
Durchlichtbilder wurden mit einem 10x/0,45  Objektiv Plan Apo der Firma Nikon 




Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquote der verschiedenen Zellsuspensionen 
mit 0,4- prozentigem Trypanblau in einer definierten Verdünnung angefärbt und in eine 
Neubauer Zählkammer gegeben. Dabei wurden vier große Quadranten ausgezählt, 
wobei lebendige Zellen aufgrund der intakten Zellmembran nicht durch Trypanblau 
angefärbt waren und daher gut von toten (blauen) Zellen zu unterscheiden waren. Nach 






mL	× 	Verdünnungsfaktor	 × 	Volumen	[mL] 
 
Der Faktor 104 beschreibt das Kammervolumen der Zählkammer, der 




Die DFZ erlaubt die Charakterisierung von Zellen hinsichtlich ihrer Oberflächenproteine 
durch deren Markierung mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern. Diese Methode wurde 
zum einen verwendet, um die Reinheit der Auftrennung der Epidermis und Dermis zu 
beurteilen. Dazu wurde der Anteil CD324-positiver Zellen in der Epidermisfraktion 
gemessen. CD324, auch als E-Cadherin bezeichnet, ist ein Adhäsionsprotein, welches in 
Epithelien exprimiert wird und dort zur direkten Verankerung der Zellen zu einem 
dichten Zellverband beiträgt. In der Haut wird E-Cadherin ausschließlich von den 
epihelialen KC exprimiert und kann daher als spezifischer KC-Marker zur Beurteilung der 
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Reinheit der isolierten KC-Fraktion herangezogen werden. Zum anderen wurde die DFZ 
angewandt um die Isolation von dFb aus dem Wundgewebe nach der magnetischen 
Zellsortierung in der gewonnenen negativen Fraktion nachzuweisen. Dazu erfolgte im 
Vergleich zur positiv gewonnenen Fraktion eine Analyse der Oberflächenproteine CD324 
für den Anteil an KC, CD31 für Endothelzellen und CD45 für hämatopoetische Zellen 
sowie CD90 als zusätzlichen Marker, der von dFb teilweise exprimiert wird [13].  
Zur Durchführung der durchflussztometrischen Analysen wurde ein Aliquot aus der 
epidermalen und den beiden getrennten dFb- und non-dFb-Fraktionen entnommen und 
mit den gewünschten Antikörpern (s.o.) im Verhältnis 1:50 mit einem FACS-Puffer 
10 min bei 4 °C inkubiert. Durch anschließende Zentrifugation bei 300 rpm für 3 min bei 
4 °C gewann man ein Zellpellet, welches im FACS-Puffer resuspendiert wurde. Dieser 
Schritt entfernte nicht gebundene Antikörper. Die DFZ erfolgte am FACS Canto II und die 
zugehörige Software ist BD FACSDIVATM, die auch zur Auswertung der gemessenen 
Daten verwendet wurde. Zur Kalibrierung diente vor jeder Messung eine Kontrolle der 
jeweiligen Probe ohne Zugabe von Antikörpern. Zur Überprüfung der Vitalität der Zellen 
wurde ein aminreaktiver, roter fluoreszenter Farbstoff (Zombie NIR™) der Suspension 
hinzugefügt, der für lebende Zellen nicht-permeabel ist. Zellen mit geschädigter 




Die Synthese von Proteinen, die als Wachstumsfaktoren, Zytokine oder Mediatoren im 
Wundheilungsprozess von den einzelnen Zellen sezerniert werden, wird in ihrer 
Aminosäuresequenz von der DNA kodiert. Der zugehörige Genabschnitt wird in einer 
zeitlich begrenzt vorhandenen mRNA überführt und anschließend als „Bauplan“ zur 
Synthese der Proteine verwendet. Durch die Analyse des Vorhandenseins der mRNA für 
bestimmte Proteine kann folglich eine Aussage über den temporären Funktionszustand 
der untersuchten Probe gewonnen werden. Nach Gewinnung des zu untersuchenden 
Gewebes wird die mRNA aus dieser isoliert. Anschließend wird diese mittels reverser 
Transkription in cDNA umgeschrieben und durch das Verfahren der quantitativen 
Echtzeit-Polymerase-Ketten-Reaktion (qPCR) mit Anlagerung spezifischer Sonden als 
Genexpressionsanalyse quantifiziert (siehe Abb. 2.4). Die in Echtzeit gemessene qPCR 
stellt eine Kombination aus der Amplifikation des zu untersuchenden Genabschnitts mit 
gleichzeitiger quantitativer Messung eines Farbstoffes dar, der mit der DNA interkaliert.  
Von den Hautstanzen und Gesamtwundbiopsien wurden somit folgende 
Genexpressionen bestimmt: Arginase, CCL-2, CD163, CD206, COX-2, CXCL-1, IL-10, IL-12, 
IL-1β, IL-1RA, iNOS, RPS36, RS36B4, TNFα, und TSG-6. Von den aufbereiteten Proben der 





magnetischer Zellsortierung wurden die Genexpressionen von Kollagen 1α, TSG-6 und 
COX-2 bestimmt. Mit den kultivierten Zellen wurden die TSG-6- und COX-2-
Genexpressionen bestimmt.  
 
 
Abbildung 2.4: Grundprinzip der Genexpressionsanalyse. Präparation von Gewebe oder Zellen 
mit anschließender Isolation der mRNA und Umschreibung in cDNA durch eine reverse 
Transkriptase zur Analyse der Genexpression mit der PCR. 
 
 RNA- Isolierung/Konzentrations- und Reinheitsbestimmung 
 
Die RNA-Isolation erfolgte nach entsprechender Probenvorbereitung aus dem 
Gesamtwundgewebe, aus den aufgetrennten epidermalen und dermalen Fraktionen, 
der isolierten dFb- und den non-dFb-Fraktionen sowie aus den kultivierten hu KC und 
dFb. Die Isolation wurde mit dem RNeasy-Isolationskit der Firma Qiagen nach 
Herstellerangaben durchgeführt.  
Die in RNA-Lysis-Puffer gehaltene RNA wurde mit derselben Menge von 70 % Ethanol in 
DEPC gründlich durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Diese Lösung wurde auf 
die im Kit enthaltende Säule aufgetragen, die entsprechend der Herstelleranleitung mit 
den verschiedenen Waschpuffern durchgespült und zentrifugiert wurde. Zur Eluierung 
der RNA aus der Säule wurden 20 µL RNase-freies Wasser auf die Mitte der Membran 
aufgetragen, 1 min inkubiert und 1 min bei RT und 16.300 x g zentrifugiert. Die 
gewonnene RNA in Lösung wurde auf Eis gestellt.  
Daraufhin wurden die RNA-Konzentration und die Reinheit durch die 
Absorptionsmessung bei 260 nm und 280 nm am Spektrophotometer bestimmt. Liegt 
der Quotient aus den Messergebnissen der beiden Wellenlängen bei 2, konnte eine 
reine RNA-Lösung angenommen werden. Die Proben wurden anschließend bei -80 °C bis 




2 Materialien und Methoden 
32  
 
 Herstellung von cDNA 
 
Die isolierte RNA wurde in zwei Schritten mithilfe der reverse Transkriptase M-MLV in 
cDNA umgeschrieben. Aus der gewonnenen RNA aus der Gesamtwunde und aus den 
kultivierten humanen Zellen konnten je 1000 ng umgeschrieben werden, aus der 
epidermalen und dermalen Fraktion jeweils 500 ng und aus den Wundrandbiopsien 
isolierten dFb-Fraktion bzw. non-dFb-Fraktion 180 ng.  
Der Tab. 2.3 ist die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die reverse 
Transkriptase zu entnehmen. In Abhängigkeit von der umzuschreibenden Konzentration 
von RNA wurde diese mit RNA-freiem Wasser in einem bestimmten Verhältnis 
vermengt. Anschließend wurde in einem ersten Schritt die RNA mit 1 µL Oligo dt-Primer 
(Konzentration 1:10) in einem 13 µL-Ansatz angesetzt. Diese wurden in den 
Mastercycler für einen ersten Reaktionsdurchlauf bei 70°C für 5 min positioniert, um 
sekundäre Strukturen zu schmelzen. Anschließend erfolgte eine Kühlung auf 4 °C. Jeder 
Probe wurde 1 µL der reverse Transkriptase M-MLV (200 U/µL), 1 µL 10 mM dNTP, 4 µL 
der Pufferlösung und 1 µL eines Ribonukleaseinhibitors hinzugegeben. Die Proben 
wurden im Mastercycler auf eine Temperatur von 42 °C für 1 h erwärmt um die 
Umschreibung der RNA in cDNA zu gewährleisten. Zur Inaktivierung der reversen 
Transkriptase erfolgte zum Ende eine Sequenz bei 95 °C für 5 min. Anschließend wurden 
die Proben erneut auf 4 °C abgekühlt.  
Die Proben wurden auf eine cDNA Konzentration von 5 ng/µL mit RNase-freiem Wasser 
verdünnt. Anschließend erfolgte die Lagerung der cDNA-Proben bei maximal -25 °C im 
Gefrierschrank.   
 
 








 Quantitative Echtzeit-PCR  
 
Zur qPCR wurden die zuvor umgeschriebenen cDNA-Proben aus dem 
Gesamtwundgewebe, aus den aufgetrennten epidermalen und dermalen Schichten, der 
isolierten dFb- und non-dFb-Fraktion sowie der kultivierten KC und dFb verwendet.  
Die Tab. 2.4 zeigt die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes für die qPCR, welches 
ein Probenvolumen von insgesamt 20 µL umfasste. Es wurden 10 µL des GoTaq qPCR 
Master Mix der Firma Promega, in welchem ebenfalls ein Farbstoff enthalten ist, 7 µL 
nukleasefreies Wasser und jeweils 0,5 µL eines Vorwärts- und eines Rückwartsprimers 
in ein 0,1 mL-PCR-Tube pipettiert. In diese wurden 2 µL der zu untersuchenden cDNA 
hineingegeben. Zur Quantifizierung wurde parallel zu jeder Probenreihe eine 
Verdünnungsreihe einer geklonten Plasmid-DNA mit bekannter Kopienanzahl 
angefertigt. Diese wurde zuvor aus transformierten E. coli NEB 10-β mittels des pJet1.2 
Klonierungsvektors gewonnen. Als Negativ- kontrollen liefen in jedem Durchlauf Proben 
mit Wasser mit. 
 
 
Tabelle 2.4: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die qPCR. 
 
Die Tubes wurden verschlossen und kurz auf dem Vortexer homogenisiert. Anschließend 
wurden sie in das RotorGene RG-3000 der Firma Qiagen positioniert. Die qPCR durchlief 
mehrere Zyklen mit unterschiedlichen Laufzeiten in Abhängigkeit von der Größe und 
Zusammensetzung des zu untersuchenden Gens. Die Einstellungen der einzelnen 
Phasen der qPCR sind aus der Tab. 2.5 zu entnehmen.  
 




Tabelle 2.5: qPCR-Einstellungen für den Reaktionsablauf der einzelnen Durchläufe muriner und 
humaner Proben. *Erhöhung der Temperatur in 0,5 °C Schritte.   
 
Die Auswertung erfolgte durch das Softwareprogramm Rotor-Gene der Firma Qiagen. 
Es erstellte aufgrund der parallel mitgelaufenden Plasmid-DNA mit bekannter 
Kopienanzahl in absteigenden Verdünnungen eine Standardkurve, mit welcher die 
Absolutwerte der einzelnen Proben ermittelt werden konnten. Zur Überprüfung der 
Effizienz der einzelnen Durchläufe wurden die Schmelzkurven betrachtet.  
Zur mRNA Quantifizierung wurde die Genexpression der jeweiligen Zielgene auf ein 
konstitutiv exprmiertes Gen, sogenannte Haushaltsgene (HKG), als Referenzgen 
bezogen. Für murine Proben wurde das HKG RS36B4 und für humane Zellen RPS26 
verwendet. Abb. 2.5 zeigt, dass die RS36B4-Expression (links) an den zu untersuchenden 
Zeitpunkten von normaler Haut an Tag 0 (nH), Tag 1, Tag 3, Tag 5, Tag 7 und Tag 10 nach 
Wundsetzung nahezu konstant verläuft. Die Berechnungen des Signifikanzverhaltens 
zwischen den Tagen zeigten keine Unterschiede. Daraus folgt, dass der Prozess der 
Wundheilung die Genexpressionsrate nicht beeinflusst. Gleiches gilt für RPS26 (rechts), 
dessen Genexpression durch die Stimulation mit TNFα und IL-1β ebenfalls nicht 






Abbildung 2.5: Einfluss des Versuchsaufbaus auf die Genexpression vom HKG. Die HKG-mRNA 
Expression in 106 cpr werden an den zu untersuchenden Zeitpunkten dargestellt, Angabe des 
Mittelwertes mit Standardabweichung, links: muRS36B4-Expression an den Zeitpunkten nach 
Wundsetzung (n>4) und rechts huRPS26-Expression der zwei Zellpopulationen vor und nach 
Stimulation (n>5). Die Expression beider Gene liegt über den zu untersuchenden Zeitraum nach 
Wundsetzung bzw. mit und ohne Stimulation auf einem konstanten Niveau. 
 
Im Ergebnisteil wurde die jeweilige mRNA-Induktion relativ zur nH an Tag 0 berechnet. 
Dafür wurden die mRNA Quantifizierungsergebnisse der nH addiert und ein 
Durchschnittswert gebildet, der als Referenzwert zu den einzelnen Tagen verwendet 
wurde.  
 
 Proteinbiochemische Analysen 
 
In den aufgearbeiteten Hautstanzen und Wundproben wurden die 
Proteinkonzentrationen von CCL-2, IL-6, IL-10, IL-1β, PGE2, TNFα und TSG-6 bestimmt. 
Hierzu wurden zunächst in einem vorangehenden Schritt die Proteine aus dem Gewebe 
isoliert. In dem Überstand der kultivierten Zellen wurde die Konzentration von TSG-6 
und PGE2 direkt quantifiziert.  
 
 Proteingewinnung aus Zellkulturen  
 
Zur Quantifizierung freigesetzter Proteine in den humanen Zellkulturen wurden die 
Kulturüberstände abgenommen und bei 1000 rpm für 2 min bei RT zentrifugiert. Der 
Überstand wurde in ein neues Gefäß übertragen und das Zellpellet verworfen um eine 
zellfreie Suspension zu erhalten. Die Überstände wurden bis zur weiteren Analyse bei -
80 °C gelagert.  
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 Proteinisolation aus den Wund- und Hautbiopsien 
 
Die schockgefrorenen Gewebestücke wurden in ein neues Reaktionsgefäß, welches sich 
in einem Eisbad befand, überführt und gewogen. Dem Zelllysepuffer (Firma Thermo 
Fischer Scientific) wurde 1 mM PMSF als Proteaseinhibitor im Verhältnis 1:100 
hinzugegeben. Das Gewebestück wurde mit 100 µL dieser Lösung versetzt, in welcher 
die Biopsie mit einem sterilen Einmalskalpell weiter zerkleinert wurde. Anschließend 
wurde die Probe mit einer rostfreien Stahlkugel der Größe von 5 mm bei einer Frequenz 
von 25 Hz für 3 min in den TissueLyser gegeben. Das Gewebestück wurde aufgetrennt. 
Durch anschließende Zentrifugation bei 16.000 x g für 10 min mit 4 °C setzten sich die 
festen Bestandteil am Boden ab, während im Überstand die freigesetzten Proteine 
gehalten wurden. Diese wurden nach Überführung in ein neues Reaktionsgefäß 
bei -80 °C gelagert. Zur Vermeidung eines wiederholenden Auf- und Einfrierens wurden 
Aliquote mit verschiedenen Volumen angesetzt. 
Die Gesamtproteinmenge konnte nach der Methode von Smith et al. mithilfe der BCA 
photometrisch gemessen werden [109]. Proteine besitzen die Eigenschaft zweiwertiger 
Kupferionen im alkalischen Medium zu einwertigen Kupferionen zu reduzieren 
(Biuretreaktion), von denen zwei mit Bicinchoninsäure ein Chelatkomplex bilden. Dieser 
leuchtet ultraviolett und hat ein Absorptionsmaximum bei 562 nm. Die Intensität ist in 
einem Proteinkonzentrationsbereich von 20-2000 µg/mL linear. Durch die Verwendung 
einer Verdünnungsreihe bekannter Albuminkonzentrationen kann eine 
Kalibrationskurve am Computer erstellt werden, aus der die Absolutwerte der Proben 
bestimmt werden können. Das verwendete Kit (Pierce™ BCA Protein Assay) wurde von 
der Firma Thermo Scientific bezogen und nach Herstelleranleitung durchgeführt. Dazu 
wurden die Proben jeweils 1:50 und 1:100 mit Wasser verdünnt und 25 µL in einer 96-
Wellplatte mit 200 µL der im Kit enthaltenden Arbeitslösungen A und B im Verhältnis 
50:1 versetzt. Die Platte wurde für 30 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, 
anschließend auf RT gebracht und die optische Dichte wurde mit einem 
Spektrophotometer bei 562 nm gemessen. Die verwendete Software Gen5 ermittelte 
anhand der Kalibrationskurve die Proteinkonzentrationen, die nach Multiplikation mit 




Quantifizierung von CCL-2, IL-6, IL-10, IL 1β, und TNFα 
In den gewonnenen Proteinisolationen der Gesamtwundbiopsien wurden die 





ELISA der Firma BioLegend (San Diego, USA)  wurden entsprechend den 
Herstellerangaben durchgeführt [110–114]. Die Absorption wurde am ELISA-Reader bei 
450 nm und 570 nm gemessen und anschließend mit dem Programm Gen5 ausgewertet.  
 
Quantifizierung von TSG-6  
Die Konzentration von murinem TSG-6 wurde in den Gesamtwundbiopsien an den 
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Wundsetztung gemessen. Dafür wurde ein 
eigener Elisa entwickelt. 
50 µL des Detektionsantikörpers Anti-TSG-6 (clone A38.1.20; Santa Cruz Biotechnology, 
Inc.) wurde in einer Konzentration von 4 µg/mL in einem Natriumbikarbonatpuffer (0,2 
M, pH 9,2) auf einer ELISA-Platte aufgetragen und über Nacht bei 4 °C inkubiert.  
Am nächsten Tag folgte ein mehrmaliger Waschvorgang am ELISA-Waschgerät mit 
Waschpuffer. Anschließend wurden die einzelnen Wells mit 150 µL 0,5% (wt/vol) BSA in 
PBS (Assay Diluent) für mindestens 30 min geblockt.  Neben den zu untersuchenden 
Proben wurde eine Verdünnungsreihe einer rekombinant hergestellten murinen TSG-6-
Lösung (R&D Systems) aufgetragen, mit einer maximalen Konzentration von 500 pg/mL 
bis zur minimalen Konzentration von 7,8 pg/mL. Es folgte eine Inkubation für mindestens 
zwei Stunden bei RT oder über Nacht bei 4 °C. Es folgte anschließend wieder ein 
Waschvorgang. 50 µL des biotinylierten Detektionsantikörpers (TSG-6 Biotinylated PAb 
Detection Antibody; R&D Systems) wurden in einer Konzentration von 0,25 µg/mL mit 
dem Assay Diluent aufgetragen und für 2 h inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte 
die Zugabe von 50 µL Avidin-HRP (1:1000 Verdünnung im Assay Diluent) für 30 min. Die 
Platte wurde gespült und die 50 µL der Substratlösung wurden aufgetragen. Nach 
Erfolgen eines Farbumschlages wurde die Reaktion mit 1 M Schwefelsäure abgestoppt. 
Die optische Dichte wurde innerhalb von 10 min bei 450 nm und 570 nm am 
Spektrophotometer gemessen. Die verwendete Software Gen5 konnte, durch die 
Verdünnungsreihe der bekannt konzentrierten TSG-6-Lösungen, eine Standardkurve 
ermitteln und die Konzentrationen der zu untersuchenden Proben in [pg/mL] angeben. 
Analog zu diesem Vorgehen mit den murinen Proben wurde auch humanes TSG-6 in den 
Zellkulturüberständen der kultivierten KC und dFb nachgewiesen. Im Unterschied dazu 
wurden hier die Detektionsantikörper in einer Konzentration von 10 µg/ml auf die ELISA-
Platte aufgetragen. Zudem lief parallel zu den untersuchenden Proben eine 
Verdünnungsreihe einer bekannt konzentrierten humanen TSG-6- Lösung mit einer 
maximalen Konzentration von 125 pg/mL bis zu einer minimalen Konzentration von 3,9 
pg/mL mit.  
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Quantifizierung von PGE2  
Die quantitative Messung von PGE2 erfolgte mithilfe des ParameterTM Prostaglandin E2 
Assays der Firma R&D Systems entsprechend den Herstellerangaben [115].   
Der PGE2 Assay ist ein kompetitiver Enzymimmunoassay, bei dem PGE2 in der Probe ein 
markiertes Analyt im Assay verdrängt. Bei dieser Messung ist daher die abnehmende 
Fluoreszenz proportional zur Konzentration an PGE2 in der Probe. 
Die im Kit enthaltende Platte ist mit dem ersten Antikörper beschichtet, sodass die 
Proben in einer 1:3-Verdünnung mit dem Kalibrator Diluent RD5-56 aufgetragen 
wurden. Dabei wurde in jedes Well 150 µL pipettiert. Daneben wurde eine 
Verdünnungsreihe, hergestellt aus einer PGE2-Lösung mit bekannter Konzentration,  als 
Standardkurve aufgetragen. Die Platte wurde für 1 h bei RT auf dem Schüttler mit 500 
rpm geschwenkt. Ohne Waschvorgang wurden zu jedem Well 50 µL des PGE2-Konjugats 
hinzugegeben und weitere 2 h auf dem Schüttler inkubiert. Es erfolgte ein Waschschritt, 
bevor 200 µL der Substratlösung pro Well dazugegeben wurden und 30 min im Dunkeln 
wirken konnten. Im letzten Schritt wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 µL der 
Stopplösung abgestoppt.  Es erfolgte die Messung am Spektrometer bei 450 nm und 540 
nm sowie 570 nm zur Wellenlängenkorrekturbestimmung. Durch einen Vergleich der 
optischen Dichte der Proben mit der Kalibratorkurve der Standardproben wurde die 
Konzentration bestimmt. Unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors der 
aufgetragenen Proben wurde die PGE2-Konzentration in [pg/ml] in den jeweiligen 
Proben berechnet.  
Zur Berechnung des Proteingehaltes der Zellkulturen wurden die ermittelten 
Proteinmengen der verschiedenen Mediatoren auf das Volumen der 
Zellkulturüberstände bezogen und in [pg/mL] angegeben.   
 
 Analytische Auswertung der Proteinmessungen aus den    
Wund- und Hautbiopsien  
 
Die Ergebnisse der Analyse der spezifischen Proteinkonzentrationen aus den 
Gesamtwundbiopsien der einzelnen Tage müssen, um miteinander verglichen werden 
zu können, auf den gleichen Referenzwert bezogen werden. Dazu wurden zunächst die 
Gesamtproteinkonzentrationen der einzelnen Proben bestimmt (siehe Abb. 2.6). Dabei 
wird deutlich, dass sich die einzelnen Gesamtproteinkonzentrationen der einzelnen 
Tage im Verlauf der Wundheilung erheblich unterscheiden. Daraus lässt sich 







Abbildung 2.6: Veränderung der gewonnenen Proteinkonzentrationen nach Wundsetzung. 
Darstellung der Proteinkonzentrationen in [103 µg/mL] in Abhängigkeit vom Zeitpunkt nach 
Wundsetzung in [d]. Jeder Punkt markiert eine Gewebebiopsie (n>4). Zunahme der 
Gesamtproteinkonzentration von Tag 0 bis Tag 7, anschließender Abfall an Tag 10. 
 
Als Referenz der spezifischen Proteinkonzentration könnten sowohl das Volumen als 
auch die Masse herangezogen werden. Da sich das Volumen der Wunden unterscheidet, 
weil das Wundareal im Verlauf der Wundheilung an Fläche abnimmt, stellt dies kein 
einheitliches Maß zur Verfügung. In Abb. 2.7 ist die Gesamtproteinkonzentration in 
Abhängigkeit von der Masse dargestellt und zeigt eine gewisse Streuung. Zur Analyse 
des Zusammenhangs dieser beiden Parameter wurde eine Korrelationsanalyse nach 
Pearson unter der Annahme eines linearen Zusammenhangs durchgeführt. Unter der 
Annahme eines positiven Zusammenhangs ergibt der Korrelationskoeffizient r 0,252, 
sodass kein linearer Zusammenhang nachgewiesen werden kann. Zusätzlich ergibt die 
Überschreitungs-wahrscheinlichkeit p 0,259, welche sich somit ebenfalls als nicht 
signifikant darstellt. Dadurch kann ein Zusammenhang zwischen der 
Proteinkonzentration und der Masse ausgeschlossen werden. Zur weiteren 
Überprüfung der funktionellen Abhängigkeit wurde eine lineare Regression 
durchgeführt, deren Güte mit B=0,063 berechnet wurde. Daraus lässt sich schließen, 
dass lediglich 6,3 % der Variabilität des Faktors der Proteinkonzentration durch den 
Einfluss des Gewichts erklärt werden können.  
 




Abbildung 2.7: Analyse des Zusammenhangs zwischen der Proteinkonzentration und der 
Masse der einzelnen Proben. Darstellung der Proteinkonzentration in [µg/mL] in Abhängigkeit 
vom Gewichtes der Einzelprobe in [mg], jeder Punkt repräsentiert eine Biopsie (n=22), eine 
Regressionsgerade ist eingefügt. Mittels Korrelationsanalyse nach Pearson mit r=0,252 ergibt 
sich kein linearer Zusammenhang, da p>0,05 ist. 
 
Dies lässt den Schluss zu, dass allein die Gesamtproteinkonzentration der jeweiligen 
Probe als Referenz genutzt werden kann, um eine Vergleichbarkeit der Proben zu 
gewährleisten. Somit wurden die absolut gemessenen Werte der untersuchten Proteine 
in Bezug auf die Gesamtproteinkonzentration der jeweiligen Probe gesetzt. Die Einheit 
der berechneten Ergebnisse ergab sich folglich als Proteinkonzentration pro 
Gesamtproteinkonzentration in [pg/µg].  
 
 Statistische Auswertung  
 
Die Ergebnisse der Experimente werden als Streu- oder als Balkendiagramm dargestellt, 
wobei der Mittelwert mit zugehöriger Standardabweichung angegeben wird. Die Anzahl 
der untersuchten Proben wird in den Abbildungen angegeben. Die statistische 
Auswertung erfolgte mit dem Programm Graphpad Prism Version 5.1. 
Zur Überprüfung des Signifikanzniveaus wurde bei den Ergebnissen der Genexpressions- 
und der Proteinanalysen aus den Gewebeproben ein ungepaarter T-Test zwischen dem 
jeweiligen Tag der Analyse und Tag 0 (unverletzte Normalhaut) angewendet.  
Bei den Ergebnissen der Genexpressions- und Proteinanalysen aus den Proben der 
kultivierten Zellen und der Zellüberstände wurde ein zweiseitiger T-Test zwischen 





P-Werte < 0,05 wurden als signifikant betrachtet. Die Angabe des Signifikanzniveaus 
erfolgte auf drei unterschiedlichen Ebenen, die wie folgt markiert wurden: (*) p < 0,05; 








3 Ergebnisse  
 
In dieser Arbeit wurde der Hypothese nachgegangen, ob dFb in der Wundheilung den 
Wechsel von M1-Ma zu M2-Ma durch die Expression der beiden Mediatoren TSG-6 und 
COX-2 bzw. von deren Produkte TSG-6 und PGE2 regulieren und somit zur 
Entzündungsauflösung beitragen können. In einem murinen in vivo 
Wundheilungsmodell wurde zunächst die Entzündungsphase charakterisiert. Dazu 
wurde der Wundverschluss nachvollzogen und anhand der Expression bestimmter pro- 
und antiinflammatorischer Mediatoren der Zeitpunkt der Entzündungsauflösung 
definiert. Anschließend wurde das zeitliche Auftreten von TSG-6 und COX-2 und deren 
Produkten im Verlauf der Wundheilung zu den obigen Ergebnissen in Beziehung gesetzt. 
Im Folgenden wurde untersucht, ob dFb die Quelle dieser beiden Mediatoren darstellen, 
indem einerseits die unterschiedlichen Schichten der Hautbiopsien aufgetrennt und 
anderseits dFb von den restlichen Zellen isoliert wurden. Als Ausblick und um die 
Bedeutung dieser Ergebnisse für den menschlichen Körper zudeuten, wurde in einem 
humanen in vitro Modell die Expression und Synthese von TSG-6 und COX-2 bzw. PGE2 
zwischen kultivierten KC und dFb verglichen. 
 
3.1 Charakterisierung der Entzündungsphase 
 
Ziel war es den Wundverschluss nachzuweisen und den Zeitraum einzugrenzen, in 
welchem die Entzündungsreaktion stattfindet und in die nächste Phase der 
Entzündungsauflösung übergeht. Zur Untersuchung der Entzündungsphase im in vivo 
Wundheilungsmodel wurden an den Tagen 0, 1, 3, 5, 7 und 10 nach der Wundsetzung 
Übersichtsaufnahmen der Wunden angefertigt und anschließend Wundbiopsien 
entnommen. Diese wurden zum einen als mikroskopische Präparate aufgearbeitet und 
zum anderen molekularbiologisch und proteinbiochemisch auf bestimmte 




Um den Wundverschluss zu untersuchen, wurden zunächst makroskopische und 
anschließend aus den halbierten Wundproben mittels Hämatoxylin & Eosin-Färbung 




In der Abb. 3.1 a) wird der zeitliche Verlauf der Wundheilung zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach Wundsetzung makroskopisch dargestellt. Der Wundrand ist 
exemplarisch an Tag 0 mit einer weißen Linie markiert, es zeigt sich ein deutlicher 
Substanzdefekt mit durchschimmernder Fascia superficialis.  Ab Tag 1 beginnt die 
Schorfbildung, welche die Wundfläche überdeckt und sich zunehmend verdichtet (Tag 
3).  Die Wundränder sind nicht mehr glatt abgrenzbar. Zahlreiche Gefäßneubildungen 
entstehen unterhalb des Schorfs und sind als rötliche Strukturen sichtbar (Tag 5). Die 
Wunde verkleinert sich, sodass an Tag 10 die Haut durchgehend intakt erscheint, die 
Kruste ist bis auf ein paar weißliche Überreste nicht mehr auszumachen. Die Wunde ist 
wieder verschlossen.  
Die mikroskopischen Schnittbilder sind zu den verschiedenen Zeitpunkten in der Abb. 
3.1 b) dargestellt. Zeigt sich in der nH eine dünne, intakte epidermale Schicht mit 
angeschnittenen Haarfollikeln (Pfeil 1), ist diese an Tag 3 hyperproliferativ (Pfeil 3) und 
nicht durchgehend über der Dermis vorhanden. Abgestorbenes Gewebe verdeckt die 
Wunde zunehmend. In der dermalen Schicht kommt es bis zum 5. Tag zur Ausbildung 
aufgelockerten Gewebes mit Anreicherung vieler freier Zellen, welche insgesamt das 
Granulationsgewebe darstellen. Ab Tag 7 ist die Epidermis wieder vollständig intakt und 
überdeckt die Dermis komplett.   
Insgesamt zeigt sich ein Wundverschluss mikroskopisch am 7. Tag nach der 
Wundsetzung durch eine intakte epidermale Schicht, welche makroskopisch am 10. Tag 
sichtbar wird.   








Abbildung 3.1: Darstellung des Wundverschlusses. a) Repräsentative makroskopische 
Aufnahmen der Wunden zu den verschiedenen Zeitpunkten nach Wundsetzung, Maßband mit 
1 mm-Abständen, Markierung des Wundrandes mit weißem Rand direkt nach Wundsetzung. Es 
zeigt sich ein deutlicher Substanzdefekt, anschließende Krustenbildung mit Verschmälerung der 
Wunde, bis an Tag 10 eine intakte Haut sichtbar ist. b) Repräsentative mikroskopische 
Durchlichtbilder normaler Haut (nH) vor der Wundsetzung und der Wunden 3 Tage (D3), 5 Tage 
(D5) und 7 Tage (D7) nach Wundsetzung, H&E-Färbung, Maßstab: 1:300 µm. nH zeigt eine 
intakte epidermale Schicht mit Anschnitt von Haarfolikeln (Pfeil 1). An D3 zeigt sich eine 
epidermale Schicht ausgehend von der nH (Pfeil 2) hyperproliferativ (Pfeil 3) am Wundrand (Pfeil 
4). Das restliche Wundbett ist von Wundschorf bedeckt (S), welcher sich verdickt. An D5 zeigt sich 
aufgelockerten Gewebe mit Anreicherung vieler freier Zellen. An D7 ist eine durchgehende 
epidermale Schicht über dem Wundbett zu erkennen. S = Wundschorf, e = Epidermis, d= Dermis, 
nH= normale Haut.  
 
 Zeitliche Expression proinflammatorischer Mediatoren  
 
Zur Charakterisierung der Entzündungsphase wurden an den Tagen 1, 3, 5, 7 und 10 
nach der Wundsetzung Wundrandbiopsien gewonnen und aus diesen RNA isoliert. Die 
RNA wurde nach cDNA-Umschreibung mittels qPCR quantifiziert. Als 
entzündungsauslösende Mediatoren wurden IL-1β, iNOS, CXCL-1, CCL-2, TNFα und IL-12 
ausgewählt. Darüber hinaus wurden zusätzlich zu den Zeitpunkten Gewebelysate 
entnommen und nach entsprechender Aufbereitung der Proteine aus den Wunden 
Immunoassays angefertigt. So konnte die Proteinsynthese von IL-1β, IL-6, CCL-2 und 
TNFα im zeitlichen Verlauf untersucht werden.  
Die Abb. 3.2 stellt die Ergebnisse der Analyse der (a) Genexpression und (b) 
Proteinsynthese proinflammatorischer Zytokine dar. Die Genexpression von IL-1β und 
TNFα sowie die Chemokine CCL-2 und CXCL-1 steigt in den ersten 24 h signifikant an und 
nähert sich dann an den Tagen 5 bis 7 wieder dem Ausgangsniveau von nH an. Eine 
Ausnahme bildet das Gen von IL-1β, welches bis Tag 10 eine erhöhte Induktion aufweist.  
Auch die mRNA für iNOS, von M1-Ma gebildet, wird 24 h nach der Wundsetzung 
ebenfalls verstärkt induziert, was bis zum 3. Tag auf dem Level bleibt und anschießend 
wieder abfällt. Die Betrachtung der Genexpression von IL-12 zeigt auf, dass nur an Tag 
10 eine signifikante, aber geringere mRNA-Induktion gegenüber nH eintritt.  
Die Ergebnisse der Proteinkonzentrationsbestimmung von IL-6 und CCL-2 bestätigen die 
Genexpressionsanalysen, indem sie ebenfalls einen frühen Anstieg der Proteinsynthese 
nach 24 h und anschließend einen Abfall derselben aufweisen. Die Proteinkonzentration 
von TNFα folgt der mRNA-Induktion um einen Tag verzögert. Der Proteinnachweis von 
IL-1β im Gewebe zeigt ab Tag 3 bis zum Tag 7 einen signifikanten Rückgang. Dies lässt 
darauf schließen, dass das Protein bereits in nH intrazellulär als Vorrat vorliegen könnte 
oder die Synthese von IL-1β einen längeren Zeitraum benötigt, als den hier 
untersuchten.  








Abbildung 3.2: Expression proinflammatorischer Mediatoren in Gesamtwundbiopsien im 
Wundheilungsverlauf. (a) Genexpressionsanalyse: Angabe der mRNA-Genexpressionsinduktion 
relativ zur nH in [rel. Einh.] in Abhängigkeit vom Zeitpunkt nach Wundsetzung in [d] für IL-1β, 
CCL-2, CXCL-1, TNFα, iNOS und IL-12. Jeder Punkt markiert eine Wunde (n≥3). Darstellung der 
Signifikanzen zur nH an Tag 0 mit *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. IL-1β: Es zeigt sich eine starke 
Induktion nach 24 h, anschließende Abnahme auf die Hälfte bis Tag 5 und wieder auf das 
Ausgangslevel an Tag 10. CCL-2 und CXCL-1: Signifikante Induktion an Tag 1 mit dann folgender 
Abnahme,  bis an Tag 5 das Ausgangsniveau erreicht wird; TNFα: Induktion nach 24 h bis Tag 3, 
Streuung der Werte an den Tagen 5 und 7, dann erneute Abnahme; iNOS: starker Anstieg an den 
Tagen 1 und 3 mit starker Streuung, dann wieder Rückgang; IL-12: keine signifikante Änderung 
bis Abnahme an Tag 10. (b) Proteinanalyse: Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung 
der Zytokinkonzentration pro Proteinkonzentrationen in [pg/µg] in Abhängigkeit vom Zeitpunkt 
nach Wundsetzung in [d] für IL-6, TNFα, CCL-2 und IL-1β (n≥3, außer IL-6 an Tag 7 mit n=2). 
Darstellung der Signifikanzen im Vergleich zur nH an Tag 0 mit *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
IL-6: Es zeigt sich ein Anstieg nach 24 h mit kontinuierlicher Abnahme bis Tag 10; TNFα: Ein 
signifikanter Anstieg bis Tag 3 ist zu erkennen, anschließende Abnahme mit Rückgang auf das 
Ausgangsniveau; CCL-2: Ein Anstieg nach 24 h ist feststellbar, dann erneuter Rückgang auf das 
Ausgangsniveau; IL-1β: Stagnation an Tag 1, mit einem Rückgang ab Tag 3 auf ein niedrigeres 
Level bis Tag 7, dann folgt ein Anstieg auf das Ausgangsniveau. 
 
Somit lässt sich unter der Betrachtung der hier untersuchten Mediatoren zur 
Beschreibung der Entzündungsphase schließen, dass die Entzündung unmittelbar nach 
der Wundheilung initiiert wird. Da nach 24 h bis zum 3.Tag eine maximale Gen- und 
Proteinexpression der Mediatoren vorliegt, lässt sich daraus schlussfolgern, dass die 
Entzündungsreaktion bis Tag 3 ihren Höhepunkt erreicht. Vor allem lässt die 
anschließende Abnahme der Genexpression auf eine Herunterregulation der 
Entzündungsreaktion ab diesem Zeitraum hindeuten. Da diese Mediatoren zum Teil 
Produkte von M1-Ma darstellen, kann auch deren Vorkommen in dieser frühen Phase 
angenommen werden. Die Ergebnisse der Proteinsynthese unterstützen die Daten der 
Genexpression in dem Hinblick, indem die Proteinsynthese ebenfalls 24 h nach 
Wundsetzung ansteigt und im weiteren Verlauf wieder abnimmt. Somit verläuft diese 
parallel zu den Ergebnissen der Genexpressionsanalysen. Ausnahme stellt IL-1β dar.  
 
 Zeitliche Expression antiinflammatorischer Mediatoren  
 
Als Mediatoren der Entzündungsauflösung wurde die Genexpression von Arginase, 
IL-1RA, CD206, CD163, IL-10 und die Proteinsynthese von IL-10 ebenfalls an den Tagen 
1, 3, 5, 7 und 10 nach Wundsetzung aus Wundrandbiopsien mittels qPCR und 
Immunoassay analysiert. Abb. 3.3 zeigt die Ergebnisse der (a) Genexpressionsanalysen 
und (b) der Proteinsynthese.  





Abbildung 3.3: Expression antiinflammatorischer Mediatoren in Gesamtwundbiopsien im 
Wundheilungsverlauf. a) Genexpressionsanalyse: Angabe der Mittelwerte mit 
Standardabweichung der mRNA-Geninduktion relativ zur nH in [rel. Einh.] in Abhängigkeit vom 
Zeitpunkt nach Wundsetzung in [d] für IL-1RA, IL-10, Arginase, CD163 und CD203. Jeder Punkt 
markiert eine Wunde (n≥4). Darstellung der Signifikanzen im Vergleich zur nH an Tag 0 mit 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. IL-1RA: Ein Anstieg zeigt sich nach 24 h, mit einem Abfall ab Tag 
3 bis an Tag 10 das Ausgangsniveau erreicht wird; IL-10: Ein negativer Trend mit zunehmender 
Abnahme der Expression bis Tag 10 stellt sich dar; Arginase: Ein Anstieg zeigt sich nach 24 h mit 
Abnahme ab Tag 5 bis zum Erreichen des Ausgangsniveaus an Tag 10; CD163: Ein Anstieg nach 
24 h mit Abnahme ab dem 3. Tag; CD203: Eine signifkante Induktion an Tag 1 und 3, mit 
signifikanter Abnahme an Tag 5 unterhalb des Ausgangsniveaus, mit erneutem Anstieg bis Tag 
10 auf Niveau der nH. b) Proteinanalyse: Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung der 





Wundsetzung in [d] für IL-10 (n≥4). Darstellung der Signifikanzen im Vergleich zur nH an Tag 0 
mit *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Es zeigt sich ein signifikanter Rückgang nach 24 h mit 
Stagnation und erneutem Anstieg erst ab Tag 10. 
 
Das antiinflammatorische Zytokin IL-1RA weist einen signifikanten Anstieg der Gen- 
expression nach 24 h auf, welcher bis Tag 7 anhaltend hoch exprimiert wird. Die 
Genexpression von IL-10 hingegen bleibt am 1. Tag nach Wundsetzung konstant, zeigt 
aber anschließend eine signifikante Abnahme von Tag 3 bis 10 auf.  Als Ursache kann 
eine starke Genexpression in der nH angeführt werden. Die M2-Ma-Marker CD163 und 
CD206 zeigen ebenfalls nach 24 h eine induzierte Genexpression auf, welche von CD163 
bis Tag 3 über dem Expressionslevel in nH gehalten wird. Es zeigt sich eine Arginase-
Geninduktion vom 1. bis zum 7. Tag nach Wundsetzung. Die Proteinkonzentration von 
IL-10 sinkt signifikant 24 h nach der Wundsetzung mit einem erneuten Anstieg erst an 
Tag 10.  
Es kann festgehalten werden, dass die Mediatoren zur Auflösung der Entzündung 
ebenfalls zu einem frühen Zeitpunkt der Wundheilung exprimiert werden und im Verlauf 
ab Tag 3 wieder rückläufig sind. Im Gegensatz dazu zeigt IL-10 die höchste Expression in 
der nH auf.  
 
3.2 Zeitliche Expression von TSG-6 und COX-2 und deren 
Produkte in der Gesamtwunde  
 
Zur Beantwortung der Fragestellung, wann TSG-6 und PGE2 exprimiert werden, wurden 
aus den Gesamtwundbiopsien an den Tagen 0, 1, 3, 5, 7 und 10 nach der Wundsetzung 
Genexpressionsanalysen mittels qPCR von TSG-6 und COX-2, dem Schlüsselenzym der 
Synthese von PGE2 angefertigt. Überdies wurden die Proteinkonzentrationen von TSG-6 
und PGE2 durch Immunoassays analysiert. Die Abb. 3.4 stellt die Ergebnisse (a) der 
Genexpressionsanalyse und (b) der Proteinanalyse dar.  
Die TSG-6-Genexpression zeigt eine signifikante Induktion 24 h nach der Wundsetzung 
auf, die ab Tag 3 zurückgeht und ab Tag 5 wieder das Ausgangsniveau erreicht. Die 
Analyse der Proteinkonzentration unterstützt diese Ergebnisse durch einen erhöhten 
Nachweis von TSG-6 an den Tagen 1, 3 und 5. Die Konzentration von TSG-6 an Tag 3 
unterscheidet sich dabei signifikant von der nH. An den Tagen 1 und 5 ist jeweils eine 
hohe Standardabweichung beobachtbar. An den Tagen 7 und 10 nimmt die 
Proteinkonzentration wieder leicht ab.  





COX-2 zeigt eine ähnliche Induktion mit einem initialen Anstieg nach 24 h und einem 
anschließenden Rückgang auf das Ausgangsniveau ab Tag 7. Die PGE2- Konzentration 
zeigt einen hohen Ausgangswert in der nH. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der 
Genexpressionsanalyse unterscheidet sich die Menge an PGE2 nicht signifikant im 
Verlauf der Wundheilung.  
 
 
Abbildung 3.4: Expression von TSG-6 und COX-2 und deren Produkte in Gesamtwundbiopsien 
im Wundheilungsverlauf. a) Genexpressionsanalyse: Angabe der mRNA-Geninduktion relativ zur 
nH in [rel. Einh.] der einzelnen Proben (Punkte) in Abhängigkeit vom Zeitpunkt nach 
Wundsetzung in [d] für TSG-6 und COX-2 (n≥3), Darstellung der Signifikanzen im Vergleich zur nH 
an Tag 0     *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. TSG-6: Es zeigt sich ein Anstieg nach 24 h, mit 
folgendem Rückgang auf die Hälfte an Tag 3 und Erreichen des Ausgangsniveaus ab Tag 5 mit 
erneut leichtem Anstieg an Tag 10; COX-2: Ein Anstieg am 1. Tag lässt sich erkennen, dann 
Stagnation mit Rückgang auf das Ausgangsniveau ab Tag 7. b) Proteinanalyse: Angabe der 
Mittelwerte mit Standardabweichung der Zytokinkonzentration pro Proteinkonzentration in 
[102pg/µg] in Abhängigkeit vom Zeitpunkt nach Wundsetzung in [d] für TSG-6 und für PGE2 (n≥3). 
Darstellung der Signifikanzen zur nH an Tag 0 mit *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. TSG-6: Ein 
Anstieg bis Tag 3 zeigt sich, anschließend relativ gleichbleibendes Niveau bis Tag 10, eine hohe 
Streuung an den Tagen 1, 3 und 7 ist feststellbar; PGE2: Es sind keine signifikant zu 






3.3 Bestimmung des Ursprungs von TSG-6 und COX-2 in der 
Wundheilung 
 
Zur Beantwortung der Fragestellung, ob dFb TSG-6 und COX-2 in der Wundheilung 
exprimieren, wurden die Gesamtwundbiopsien an bestimmten Tagen nach der 
Wundsetzung auf zwei verschiedene Arten aufbereitet. Da dFb die dominierenden 
Zellen der dermalen Schicht in der Haut darstellen, kann über eine Trennung der Dermis 
von der Epidermis auch differenziert werden, ob die o.g. Mediatoren tatsächlich den dFb 
entstammen. Dazu erfolgte eine Trennung der Hauptschichten der Haut in der 
Gesamtwunde mittels Trypsinierung.  
In einem zweiten Versuchsansatz wurden dFb durch eine magnetische Zellsortierung 
von den restlichen Zellen aus dem Wundgewebe isoliert um eine gezielte 
Genexpressionsanalyse der beiden Mediatoren durchführen zu können. Beide 
Verfahren wurden dafür neu etabliert.  
 
 Auftrennung des Wundgewebes in Epidermis und Dermis 
 
Da die Genexpression von TSG-6 und COX-2 entsprechend der Ergebnisse aus der 
Analyse des Gesamtwundgewebes an den Tagen 1 und 3 nach Wundsetzung induziert 
wurde, erfolgte eine Analyse der aufgetrennten Schichten nur an den Tagen 1, 3, 5 und 
10. Als Kontrolle dienten die Hautbiopsien bei der Wundsetzung an Tag 0. Zur 
Überprüfung der Reinheit der aufgetrennten epidermalen und dermalen Fraktion 
wurden Charakteristika der dominierenden Zellen in den jeweiligen Schichten, nämlich 
dFb für die Dermis und KC für die Epidermis überprüft. Kollagen 1α stellt ein 
Markerprotein der Fibroblasten dar, sodass dessen Genexpression Rückschlüsse über 
deren Vorkommen in der Schicht schließen ließ. KC besitzen das Oberflächenprotein 
CD324. Durch die Analyse der Expression in der DFZ ließ sich somit der Anteil von KC in 
der Epidermis bestimmen.  
Im Anschluss erfolgte mittels qPCR eine Analyse der Genexpression von TSG-6 und 
COX-2.  
 
 Charakterisierung der Schichten 
 
Die Abb. 3.5 stellt die Ergebnisse der Kollagen-1α Genexpression der epidermalen und 
dermalen Fraktion dar. Es zeigt sich, dass die Expression von Kollagen in den dermalen 




Fraktionen an den untersuchten Zeitpunkten gegenüber den epidermalen Fraktionen 
erhöht ist. Ein signifikanter Unterschied ist an den Tagen 0, 1 und 5 nach der 
Wundsetzung auszumachen, was auf einen erhöhten Anteil von dFb in der Dermis und 
einen niedrigen Anteil von dFb in der Epidermis rückschließen lässt. An Tag 3 ist in 
beiden Fraktionen eine erhöhte Expression feststellbar, sodass in der dermalen, aber 
auch in der epidermalen Fraktion dFb vorhanden sein müssen. An Tag 10 hingegen ist in 
der epidermalen Fraktion kaum eine Expression nachweisbar, die der dermalen Fraktion 
zeigt eine hohe Streuung auf.  
 
 
Abbildung 3.5: Genexpression von Kollagen 1α in der Epidermis und Dermis im 
Wundheilungsverlauf. Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung der mRNA- Expression 
in [AU] in Abhängigkeit vom Zeitpunkt nach Wundsetzung in [d] in Epidermis (hellgrau) und 
Dermis (dunkelgrau) (n≥3), Darstellung der Signifikanzen zur anderen Schicht zum selben 
Zeitpunkt mit *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Epidermis: Es zeigt sich eine geringere 
Genexpression von Kollagen an den Tagen 0, 1, 5 und 10 zeigt sich. Dermis: Signifikant höhere 
Expressionsraten von Kollagen an den Tagen 0, 1 und 5 sind feststellbar. 
 
Die Abb. 3.6 zeigt die Ergebnisse der Analyse der Oberflächenexpression von CD324 in 
der epidermalen Fraktion gemessen in der DFZ. Die Proben von Tag 10 mussten 
aufgrund einer zu geringen gewonnenen Menge an Zellmaterial komplett zur Isolation 
von RNA genutzt werden, sodass lediglich die Proben der Tagen 0, 1, 3 und 5 getestet 
werden konnten.  In der epidermalen Fraktion beträgt der Anteil der Zellen mit dem 
Oberflächenmarker CD324 an Tag 0 94 %, an Tag 1 80 % und an den Tagen 3 und 5 
weisen jeweils 70 % der Zellen das Oberflächenprotein CD324 auf. Dies deutet auf eine 





Abbildung 3.6: Oberflächenexpression von CD324 in der epidermalen Fraktion. Oben: 
Darstellung der Fluoreszenzintensitäten von CD324 – PE zum Zeitpunkt 0, 1, 3 und 5 d nach 
Wundsetzung exemplarisch anhand vier ausgewählter Proben, in der DFZ gemessen, 




Gegenüberstellung der nichtmarkierten Probe (links) zur Kontrolle der mit Antikörpermarkierten 
Probe (rechts), Angabe des Anteils an positiven Zellen in %. Der Anteil CD324 positiver Zellen ist 
an den einzelnen Tagen 95 % an Tag 0, 82 % an Tag 1 und 70 % an den Tagen 3 und 5. Unten: 
Gesamtübersicht der prozentualen Anteile aller Proben an CD324 positiven Zellen gemessen in 
der DFZ (n≥3). 
 
Insgesamt kann festgestellt werden, dass die Auftrennung der Epidermis und Dermis an 
den Tagen 0, 1, 5 und 10 unter den festgelegten Reinheitskriterien als genügend rein 
beurteilt werden kann. In der epidermalen Fraktion wurde die Expression des dFb-
Markers Kollagen 1α an Tag 3 festgestellt, was auf eine unreine Trennung hindeutet. In 
geringerem Ausmaß kann ähnliches an Tag 5 festgemacht werden. Das wird auch durch 
die geringere prozentuale Expression von CD324 in der epidermalen Schicht an diesen 
Tagen widergespiegelt. Als Ursache hierfür kann eine ungenügende Wirkung des 
Trypsins angenommen werden, das durch das abgestoßene Wundmaterial bzw. starke 
Bildung des Granulationsgewebes nicht vollständig einziehen konnte.  
 
 Nachweis von TSG-6 und COX-2 
 
Die Abb. 3.7 zeigt den zeitlichen Verlauf der Genexpression von TSG-6 und COX-2 an den 
Tagen 0, 1, 3, 5 und 10 nach der Wundsetzung. Es wird deutlich, dass sowohl TSG-6 als 
auch COX-2 in beiden Schichten induziert wird. 
Die TSG-6-mRNA-Expression zeigt zunächst im zeitlichen Verlauf eine starke Induktion 
an den Tagen 1 und 3 und fällt dann wieder auf das Ausgangsniveau ab. Dies deckt sich 
mit den Ergebnissen aus den Gesamtwunden. Dabei weist die dermale Schicht 
gegenüber der epidermalen Schicht eine erhöhte Expression auf, die sich jedoch 
aufgrund der Streuungen nur an Tag 1 signifikant unterscheiden. Eine Ausnahme stellt 
Tag 3 dar, an dem die epidermale Fraktion ebenfalls eine starke Geninduktion von TSG-
6 aufweist. Aufgrund der Kriterien zur Reinheit der getrennten Schichten kann Tag 3 
allerdings nur unter Vorbehalt betrachtet werden.  
Die mRNA-Expressionsrate von COX-2 zeigt ein gleiches Ausgangsniveau in der 
Epidermis und Dermis in der nH an Tag 0 und steigt nach Wundsetzung in beiden 
Schichten an. An Tag 1 steigt die Genexpression in der epidermalen Schicht signifikant 
gegenüber der dermalen Schicht an. An den darauffolgenden Tagen lassen sich aufgrund 
der starken Streuungen der Ergebnisse keine signifikanten Unterschiede zwischen den 




Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse auf eine verstärkte TSG-6-Genexpression in 
der dermalen Schicht hin, wohingegen die COX-2-Expression nach der Wundsetzung 
verstärkt in der epidermalen, aber auch in der dermalen Schicht induziert wird.  
 
Abbildung 3.7: Genexpression von TSG-6 und COX-2 in der Epidermis und Dermis im 
Wundheilungsverlauf. Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung der mRNA-
Geninduktion in [AU] in Abhängigkeit vom Zeitpunkt nach Wundsetzung in [d] für TSG-6 und COX-
2 (n≥3), Darstellung der Signifikanzen im Vergleich zur nH an Tag 0 *p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001. TSG-6: Eine erhöhte Genexpression in der dermalen Schicht gegenüber der 
epidermalen Schicht stellt sich dar, die sich aufgrund der Streuungen nur an Tag 1 signifikant 
unterscheiden, die höchste Induktion zeigt sich an den Tagen 3 und 5 mit einem 
anschließendemAbfall. COX-2: Gleiches Ausgangsniveau in beiden Schichten an Tag 0, an Tag 1 
signifikanter Anstieg in der epidermalen Schicht, in den anschließenden Tagen zeigt sich eine 
starke Streuung.  
 
 Isolierung von dFb aus dem Wundrand 
 
Aus der Analyse der einzelnen Hautschichten lässt nicht eindeutig ableiten, ob dFb die 
Quelle von TSG-6 und COX-2 in der Wundheilung darstellen. Daher folgte im nächsten 
Schritt die gezielte Isolation dFb von den restlichen Zellen aus dem Wundgewebe durch 
eine magnetische Zellseparation. Die Separation von dFb aus dem Gewebe kann 
aufgrund feheder eindeutiger, bekannter Oberflächenmarker für dFb nur über eine 
negative Selektion geschehen. Somit wurden dFb durch Entfernung anderer Zelltypen, 
für die bestimmte Oberflächenmarker definiert sind, gewonnen. Als Grundlage dafür 
diente die Methode der Arbeitsgruppe Rinkevich et al. [97]. Die markierten Zellen 
umfassten Endothelzellen via des zellspezifischen Markers CD31, KC via CD324 und 
hämatopoetischen Zellen via CD45. 
Zur Überprüfung der Reinheit der isolierten Fraktionen wurde eine 
Genexpressionsanalyse für Kollagen 1α, welche spezifisch von dFb exprimiert werden, 
durchgeführt. Zudem wurde die Expression der oben genannten Oberflächenproteine in 




der DFZ analysiert. Es folgten anschließend die Genexpressionsanalysen von TSG-6 und 
COX-2.  
Aufgrund der Ergebnisse aus den Vorläufen wurde der zu untersuchende Zeitraum auf 
die ersten fünf Tage eingegrenzt, sodass die Tage 7 und 10 in diesem Versuchsaufbau 
ausgeschlossen wurden.  
 
 Charakterisierung der separierten Zellfraktionen 
 
In der Abb. 3.8 ist die Genexpression von Kollagen 1α in beiden separierten Fraktionen 
im zeitlichen Verlauf der Wundheilung aufgetragen. Unterscheiden sich diese signifikant 
an Tag 0, zeigt sich an Tag 1 eine leichte Induktion ohne sich in beiden Schichten zu 
unterscheiden. An den Tagen 3 und 5 ist eine starke Induktion in der dFb-Fraktion 
beobachtbar, die in der non- dFb- Fraktion ausbleibt. Dies bestätigt die Annahme der 
Anreicherung von dFb in der dFb-Fraktion an den untersuchten Tagen.  
 
 
Abbildung 3.8: Genexpression von Kollagen 1α in der dFb-Fraktion und der non-dFb-Fraktion 
im Wundheilungsverlauf. Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung der mRNA-
Expression in [AU] in Abhängigkeit vom Zeitpunkt nach Wundsetzung in [d] in der dFb- (hellgrau) 
und der non-dFB-Fraktion (dunkelgrau) (n≥3, außer non-dFb d0 und d1 N=2). Darstellung der 
Signifikanzen zur anderen Schicht zum selben Zeitpunkt *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Starke 
Induktion der Kollagen-Genexpression ab Tag 3 in der dFb-Fraktion mit ausbleibender Expression 
in der non-dFb-Fraktion im zeitlichen Verlauf. 
 
In der DFZ zur Analyse des Anteils an CD324, CD45 und CD31 zeigte sich eine deutliche 
Anreicherung entsprechender Zellen in der non-dFb-Fraktion (Abb. 3.9). Darüber hinaus 




untersucht werden [13], dessen Anteil in der dFb- Fraktion erhöht ist. Da nicht alle dFb 
CD90 auf ihrer Oberfläche exprimieren, stellt dies lediglich einen weiteren Indikator zur 
Anreicherung der dFb dar. 
 
Abbildung 3.9: Oberflächenexpression von CD324, CD31, CD45 und CD90 in der dFb- und non-
dFb-Fraktion. Darstellung als Dot plot. Ein Punkt stellt ein Event dar, gemessen in der DFZ der 




dFb- und non-dFb- Fraktion nach der Zellseparation in Abhängigkeit von der Granularität (SSC-
A). Anreicherung von CD324-, CD45- und CD31-positiven Zellen in der non-dFb-Fraktion 
gegenüber der dFb-Fraktion. Nachweis eines erhöhten Anteils CD90- positiven Zellen in der dFb- 
Fraktion.  
 
Nach diesen beiden Analysen kann festgehalten werden, dass sich in der dFb-Fraktion 
der Proben der jeweils untersuchten Tagen dFb anreichern ließen, während alle anderen 
Zellarten sich mehrheitlich in der non-dFb-Fraktion sammelten.  
 
 Nachweis von TSG-6 und COX-2 
 
In der Abbildung 3.10 ist die Induktion der Genexpression von TSG-6 und COX-2 in der 
dFb-Fraktion und non-dFb-Fraktion im zeitlichen Verlauf der Wundheilung im Vergleich 
zur nH dargestellt. Es zeigt sich eine starke Induktion der Genexpression von TSG-6 an 
Tag 1, die aber ab Tag 3 bereits wieder auf das Niveau von nH abfällt. Im Vergleich dazu 
ist keine Induktion, sondern vielmehr eine leichte Reduktion der Genexpression von 
TSG-6 in der non-dFb-Fraktion zu beobachten. Die Genexpression von COX-2 zeigt eine 
Induktion ab Tag 1 mit einem Maximum an Tag 3, wobei kein signifikanter Unterschied 
zwischen beiden Fraktionen vorliegt.   
 
      
Abbildung 3.10: Genexpression von TSG-6 und COX-2 in der dFb- und non-dFb-Fraktion im 
Wundheilungsverlauf. Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung der mRNA-
Geninduktion relativ zur nH in [rel. Einh.] in Abhängigkeit vom Zeitpunkt nach Wundsetzung in 
[d] für TSG-6 und COX-2 (n≥4). Darstellung der Signifikanzen im Vergleich zur separierten 
Fraktion zum selben Zeitpunkt mit *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Ausgangswert an Tag 0 als 
Referenz, TSG-6: Die dFb-Fraktion zeigt eine signifikante Induktion an Tag 1 gegenüber non-dFb-
Fraktion. COX-2: Ein Maximum der Genexpression an Tag 3 ist feststellbar ohne signifikante 




3.4 Humanes Modell: in vitro Kultur hudFb und huKC 
 
Die weiter oben dargestellten Ergebnsse aus dem murinen Wundheilungsmodells unter 
Betrachtung der Gesamtwunde, der separierten Hautschichten und der isolierten dFb 
lassen darauf schließen, dass COX-2 von der epidermalen und dermalen Schicht und 
somit von dFb als auch von den anderen Zellen in der Haut exprimiert wird. Die 
Expression von TSG-6 ist hingegen auf die Zellen in der dermalen Schicht, genauer die 
dFb, beschränkt. Zur Überprüfung der Ergebnisse aus dem murinen 
Wundheilungsmodell wurden Zellkulturen von huKC und hudFb angelegt und diese 
durch die Zugabe der proinflammatorischen Zytokine IL-1β und TNFα, da diese ebenfalls 
zu Beginn der Entzündungsreaktion in der Wundheilung exprimiert werden, entzündlich 
stimuliert. Es folgte nach 24 h eine Genexpressionsanalyse von TSG-6 und COX-2, sowie 
eine Proteinanalyse derer Produkte TSG-6 und PGE2.  
 
 Nachweis von TSG-6 und COX-2 und deren Produkte 
 
Die Abb. 3.11 zeigt a) die Expression von TSG-6 und COX-2 sowie b) die Synthese von 
deren Produkten TSG-6 und PGE2 von den kultivierten KC und dFb mit und ohne 
entzündliche Stimulation.  
Hu dFb weisen im Gegensatz zu hu KC unstimuliert eine nachweisbare TSG-6-
Genexpression auf, die sich unstimuliert signifikant unterscheidet. Nach 
proentzündlicher Stimulation wird die Expression von TSG-6 in dFb deutlich induziert, 
wohingegen sie in KC nicht ansteigt. Diese unterscheiden sich ebenfalls signifikant. Diese 
Ergebnisse werden unterstützt durch den fehlenden Proteinnachweis von TSG-6 im 
Zellkulturüberstand der unstimulierten dFb und KC. Nach Zugabe von IL-1β und TNFα 
konnte lediglich im Überstand der dFb TSG-6 nachgewiesen werden.  
Die Genexpression von COX-2 ist in beiden Zellpopulationen im unstimulierten Zustand 
auf demselben niedrigen Expressionsniveau. Nach Stimulation steigt die mRNA-
Expression in den dFb deutlich an, wohingegen die der KC unverändert bleibt. Es ergibt 
sich ein signifikanter Unterschied zwischen beiden. In beiden Überständen der 
unstimulierten Zellpopulationen kann PGE2 nachgewiesen werden, unterscheidet sich in 
ihrer Menge allerdings nicht signifikant. Nach Zugabe der Stimulantien konnte in beiden 
eine leichte Zunahme beobachtet werden.  
 





Abbildung 3.11: Expression von TSG-6 und COX-2 von kultivierten KC und dFb mit und ohne 
Stimulation in vitro. a) Genexpressionanalyse: Darstellung der mRNA-Expression in AU von 
TSG-6 und COX-2 der hu KC und dFb ohne und mit Stimulation mit IL-1β und TNFα (n≥5), 
Darstellung der Signifikanzen im Vergleich zur anderen Zellpopulation unter gleichen 
Bedingungen mit *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. huTSG-6: Es zeigt sich eine Induktion der 
Genexpression nach Stimulation nur bei den hudFb, zudem sind signifikante 
Genexpressionsunterschiede der dFb gegenüber der KC vor und nach Stimulation nachweisbar. 
huCOX-2: Die Induktion der Genexpression nach Stimulation ist nur bei hudFb festzustellen, ein 
signifikanter Unterschied zugunsten der hudFb zeigt sich nur nach der Stimulation. b) 
Proteinanalyse: Angabe des Mittelwertes der Proteinkonzentration in [pg/mL] von TSG-6 und 
PGE2 mit SD gemessen im Zellkulturüberstand der KC und Fb unstimuliert und stimuliert (n≥3), 
Darstellung der Signifikanzen im Vergleich zur anderen Zellpopulation unter gleichen 
Bedingungen *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. TSG-6: Kein Nachweis im Überstand der 
unstimulierten Zellen, nach Zugabe von IL-1β und TNFα erfolgte ein Anstieg der Synthese von 
TSG-6 im dFb-Überstand und nicht bei den KC. PGE2: Nachweis möglich im Überstand 
unstimulierter und stimulierter Zellen, der sich nicht signifikant unterscheidet, ebenso existiert 







4 Diskussion  
 
Ziel dieser Arbeit war es die beiden Faktoren TSG-6 und COX-2/PGE2 in einem murinen 
in vivo Wundheilungsmodell in Abhängigkeit der Entzündungsreaktion zu 
indentifizieren. TSG-6 und PGE2 stellen aus in vitro Untersuchungen die zentralen 
Mediatoren dar, die von dFb zur Regulation der Differenzierung/ Polarisierung von Ma 
exprimiert werden und somit einen Wechsel der proinflammatorischen M1-Ma zu 
antiinflammatorischen M2-Ma verursachen. Dieser Übergang eines 
entzündungsfördernden Milieus mit M1-Ma zu einem antiinflammatorischen Milieu mit 
M2-Ma stellt einen essentiellen Schritt im physiologischen Ablauf des Wundverschlusses 
dar. Daher leitet sich als zentrale Arbeitshypothese dieser Arbeit die Fragestellung ab, 
ob dFb auch in vivo in der Wundheilung den Wechsel von M1-Ma zu M2- Ma durch die 
Expression dieser beiden Mediatoren bzw. deren Produkten regulieren und somit zur 
Entzündungsauflösung beitragen.  
 
Entzündungsreaktion 
Zur zeitlichen Eingrenzung der Entzündungsreaktion wurden in dieser Arbeit zunächst 
histologische Wundgewebeschnitte angefertigt, um den Wundverschluss zu 
beobachten. Nach Wundsetzung zeigte sich ein Substanzdefekt, der durch Ausbildung 
von Granulationsgewebe und Proliferation ausgehend der Wundränder am 7. Tag 
wieder durchgehenden von einer epithelialen Schicht überdeckt wurde. Zusätzlich 
zeigte sich in den Durchlichtbildern ab dem 3. Tag die Ausbildung von aufgelockertem 
Granulationsgewebe mit Anreicherung vieler Zellen im Wundareal. Eine der 
Hauptpopulationen waren die Leukozyten [7], die schon innerhalb weniger Stunden 
nach einer akuten Verletzung in die Wunde eindringen und zur Zerstörung von 
Pathogenen beitragen [116]. Zunächst werden neutrophile Granulozyten durch den 
CXC-Rezeptor 2, welcher durch CXCL-1 stimuliert wird, angelockt [117]. Dies deckt sich 
mit dem Ergebnis der Geninduktion von CXCL-1 mit einem Maximum nach 24 h. Ma, als 
weitere Leukozytensubpopulation, erreichen am 2. Tag nach Wundsetzung ihre 
maximale Anzahl im Wundareal. Verantwortlich dafür ist vor allem der 
Hauptchemoattraktant CCL-2 (MCP-1) [26]. Dieser zeigt in der Analyse der 
Gesamtwundbiopsien ebenfalls 24 h nach der Wundsetzung die höchste Geninduktion 
und Proteinkonzentration. Aus den Ergebnissen der Genexpression und 
Proteinkonzentration von CCL-2 lässt sich außerdem schließen, dass die Translation der 
mRNA schnell und effektiv umgesetzt wird. Neutrophile Granulozyten und Ma werden 
lokal durch die Mediatoren IL-1β und TNFα aktiviert, wodurch es erstens zur 
entsprechenden Ausbildung von Adhäsionsmolekülen für die Diapedese kommt [7] und 




werden [27, 118]. Das spiegelt sich ebenfalls in der Analyse der Genexpression in den 
Gesamtwundrandbiopsien wieder, da die Expression sowohl von IL-1β als auch TNFα 
nach 24 h stark induziert wird. Es zeigte sich darüber hinaus, dass IL-1β relativ gesehen, 
die höchste Geninduktion nach Wundsetzung aufweist, welches mit den Ergebnissen 
der Gruppe von Hübner et al. [27] übereinstimmt. In Betrachtung der relativen 
Proteinkonzentration von IL-1β zeigt sich die höchste Konzentration in nH mit einer 
folgenden Abnahme nach Wundsetzung. Dabei muss der Aspekt beachtet werden, dass 
die Gesamtproteinmenge, die als Bezugsgröße verwendet wurde, an den 
unterschiedlichen Tagen insgesamt ansteigt, sodass die Proteinsynthese relativ gesehen 
abnimmt, aber absolut nicht fallen muss. Die Arbeitsgruppe von Hübner et al. zeigte 
aber ebenfalls den erhöhten Proteinnachweis von IL-1β in nH, die Abnahme der 
Proteinkonzentration im Verlauf der Wundheilung mit einem erneuten Anstieg auf das 
Ausgangslevel an Tag 10. Sie deuten die Diskrepanz zwischen der starken Geninduktion 
und Proteinbiosynthese auf eine ineffiziente Translation und Reifung der 
Proteinsynthese in dieser Phase [27]. Im Gegensatz zu IL-1β steigt die 
Proteinkonzentration von TNFα der Genexpression folgend ebenfalls an. Die hohe 
Proteinkonzentration von IL-6 deckt sich mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um 
Kondo et al. [119] und zeigt den höchsten Anteil der Zytokinkonzentration an der 
gewonnenen Proteinkonzentration gegenüber den anderen untersuchten Mediatoren 
auf. Die bisher genannten Mediatoren stellen alle eine Initiierung des 
Entzündungsprozesses dar und zeigen einen schnellen Anstieg nach der Wundsetzung 
auf, der nach 24 h ein Plateau zeigt und bis Tag 10 auf das Ausgangsniveau 
herunterreguliert wird. 
Zur Auflösung der Entzündung tragen unter anderem die beiden Mediatoren IL-1RA und 
IL-10 bei [7]. Die Ergebnisse der IL-1RA- Genexpressionsanalyse decken sich mit denen 
der Arbeitsgruppe von Ishida et al., denen es immunhistochemisch gelungen ist, 
neutrophile Granulozyten, Ma und KC als Synthesequelle ausfindig zu machen [30]. 
Ishida et al. zeigten darüber hinaus, dass es in IL-1RA-Knockout Mäusen, die kein IL-1RA 
bilden können, zu einer übermäßigen Leukozyteninfiltration und damit einhergehender 
gesteigerten Genexpression der inflammatorischen Zytokine IL-1β und TNFα kommt 
[30]. Die molekulargenetischen als auch die proteinbiochemischen Nachweismethoden 
von IL-10 zeigen, dass erstens die Genexpression in nH am höchsten vorliegt und 
zweitens eine höhere Konzentration von IL-10 im Verhältnis zur Gesamtproteinmenge 
in nH im Vergleich zu den Wunden vorliegt. Unter der Berücksichtigung des Anstieges 
der Gesamtproteinmenge im Wundareal bis zum 7. Tag nach Wundsetzung, muss 
festgestellt werden, dass obwohl die Konzentration von IL-10 abfällt, die absolute 
Menge auch ansteigen kann. Die Arbeitsgruppe von Sato et al. untersuchte ebenfalls auf 
Genexpressionsebene und Proteinkonzentrationsebene den Mediator IL-10 in der 
Wundheilung und konnte zwei Maxima der Genexpression mit erhöhter 
Proteinkonzentration nach 3 h und nach 72 h feststellen, die auf die KC im Wundrand 





Betrachtung ihrer Ergebnisse lässt sich ausmachen, dass die Geninduktion und 
Proteinsynthese bereits eine Stunde nach der Wundsetzung anstieg. Mit der Kenntnis 
dieser Ergebnisse lässt sich der Schluss ziehen, dass die Proteinbiosynthese von IL-10 
sehr schnell erfolgt oder auch intrazellulär ein Vorrat an IL-10 vorliegt, der im Verlauf 
der Wundheilung sezerniert, umgesetzt und wieder neugebildet wird.  
Darüber hinaus wurde die Genexpression weiterer Mediatoren analysiert, die den 
spezifischen Ma-Subpopulationen zugeordnet werden können. Dabei ist wichtig 
festzuhalten, dass die M1- und M2-Ma nur das jeweilige Ende des Spektrums von Ma-
Phänotypen darstellen, die sie während der Wundheilung durch die Zytokine in der 
Mikroumgebung annehmen können [35]. Es konnte gezeigt werden, dass neben den 
Zytokinen IL-1β, IL-6 und TNFα und dem Chemokin CCL-2, die u.a. auch von M1-Ma 
sezerniert werden [120], ebenfalls die Genexpression von iNOS an den Tagen 1 und 3 
nach Wundsetzung stark induziert wird. Demgegenüber steht die Genexpression von IL-
12. Diese weist einen leichten Trend einer erhöhten Induktion an Tag 5 auf, der sich 
allerdings nicht signifikant zur nH unterscheidet, was auf eine starke Streuung der 
Ergebnisse zurückzuführen ist. Eine mögliche Erklärung, warum die IL-12 Expression nur 
schwach detektiert wird, ist, dass IL-12 primär von Ma und anderen 
antigenpräsentierenden Zellen produziert wird [25, 29] während andere Marker wie u.a. 
TNF, IL-1b und MCP1 auch von anderen Zellen im Wundgewebe wie z.B von dFb, KC 
exprimiert werden [18, 25, 26, 27]. Bei der Analyse des Gesamtwundgewebes geht 
daher die Expression von IL-12 unter, da anteilig nur wenige Zellen diesen Marker 
exprimieren. Zur Sicherstellung müssten daher Ma aus dem Wundgewebe isoliert und 
ihr Genexpression charkterisiert werden. 
Auf der anderen Seite des Spektrums der Ma-Phänotypen, bei den M2-Ma, können 
neben den schon oben besprochenen Mediatoren IL-1RA und IL-10 ebenfalls die 
Oberflächenrezeptoren CD163 und CD206 ausgemacht werden [29, 65, 68]. Beide 
Faktoren zeigen auch 24 h nach der Wundsetzung eine maximal induzierte 
Genexpression auf, die anschließend bis Tag 7 wieder auf das Ausgangsniveau sinkt. Die 
Genexpression von Arginase zeigt ebenfalls zu Beginn eine starke Induktion auf, die bis 
Tag 5 aufrechterhalten bleibt und anschließend wieder abfällt.  
Insgesamt lassen diese Ergebnisse darauf schließen, dass bereits 24 h nach der 
Wundsetzung eine Induktion der Genexpression der wesentlichen Mediatoren zur 
Entzündungsauslösung aber auch zur Entzündungsauflösung stattgefunden hat. Somit 
nimmt dieser erste Zeitraum eine Schlüsselrolle im Entzündungsprozess ein. Zur 
genaueren Analyse der Ma-Phänotypen können diese Ergebnisse allerdings nur indirekt 
einen Hinweis geben, da Gesamtwundbiopsien analysiert und somit alle beteiligten 
Zellen in der Wunde zusammen betrachtet wurden. Eine geeignete Methode wäre die 
in-situ-Hybridisierung mit spezifischer Markierung der Makrophagen und 




Arbeitsgruppe von Willenborg et al., welche Ma aus dem Wundgewebe mittels 
enzymatischem Verdau und anschließender FACS-Sortierung isolierten. Sie konnten 
herausstellen, dass sich verschiedene Ma-Subpopulation in der Wundheilung anhand 
unterschiedlicher Genexpressionsprofile unterscheiden lassen [59]. Sie stellten dabei 
fest, dass in der frühen Wundheilungsphase eine Population durch eine Hochregulierung 
von iNOS, IL-1β und Arginase auffiel, wohingegen zeitgleich eine andere Ma-Population 
durch Induktion der Genexpression von IL-10, CD163 und CD206 ausfindig gemacht 
werden konnte [59].  Ebenfalls konnte die Arbeitsgruppe von Duffield et. al. (2005) durch 
spezifische Depletionsverfahren von Ma in einem Leberfibrose-Tiermodell 
herausfinden, dass in der frühen Entzündungsphase verschiedene Ma-Populationen 
vertreten sind [60]. Diese Ergebnisse erweitern den zuvor angesprochenen Aspekt, dass 
die Analyse der Genexpression heterogener Zellen aus einem Gewebe nur wenig 
Aufschluss über den einzelnen Ma-Phänotyp ermöglicht. Durch das parallele Vorliegen 
mehrerer Ma-Subpopulationen mit unterschiedlichen Funktionen zum gleichen 
Zeitpunkt können die spezifischen Mediatoren in der gemeinsamen Betrachtung nicht 
herausgestellt werden.  
Es lässt sich erkennen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit mit den publizierten 
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen vereinbar sind. Die in dieser Arbeit durchgeführte 
Methode ist bezüglich der Aussage des Vorhandenseins unterschiedlicher Ma-
Subpopulationen zum gleichen Zeitpunkt limitiert. Zur spezifischen Analyse der 
unterschiedlichen Ma-Phänotypen während der Wundheilung müssten differenzierte 
Methoden ausgewählt werden, welche ebenfalls in kleineren Zeitfenstern betrachtet 
werden müssten.  
 
Identifikation von TSG-6 und COX-2/PGE2 im zeitlichen Verlauf der Wundheilung  
In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass TSG-6 zu Beginn der Wundheilung 
nach 24 h in einem murinen Wundheilungsmodell eine starke mRNA-Induktion aufweist, 
welche von einer parallel dazu verlaufenden Erhöhung der Proteinkonzentration 
begleitet wird. Da TSG-6 bisher noch nicht im zeitlichen Verlauf der Wundheilung 
analysiert wurde, gibt es diesbezüglich keine Vergleichsstudien, die man heranziehen 
könnte. Auffallend ist die geringe Nachweiskonzentration von TSG-6 trotz starker 
Geninduktion. Die Arbeitsgruppe von Lesley et. al. (2004) zeigte, dass TSG-6 die 
Interaktion zwischen Hyaluronan (HA), als Teil der ECM in der Haut, und dem 
Zelloberflächenmarker CD 44 moduliert [40]. Hyaluronan ist Bestandteil der ECM als 
Glycosaminogylcan u.a. in der Haut, CD 44 wird als Hauptoberflächenrezeptor für HA auf 
diversen Zelltypen wie hämatopoetischen Zellen ausgebildet. Die Arbeitsgruppe um 
Lesle stellte fest, dass durch eine Vorinkubation von HA mit rekombinant hergestellten 
TSG-6 die Bindung zwischen HA und CD 44 induziert wird [40]. Zudem konnten sie 





diesen Feststellungen könnte der gemessene niedrige Proteinkonzentrationsspiegel aus 
den Gesamtwundanalysen erklärt werden, dass TSG-6 durch die Interaktion mit der ECM 
dem Testverfahren nicht frei zur Verfügung stand und folglich nicht gemessen werden 
konnte. Eine weitere Erklärung könnte darin bestehen, dass die Regulation der 
Proteinsynthese neben der transkriptionellen auch auf einer anderen Ebene passiert.  
Die Analyse der COX-2 Expression ergab ebenfalls zu Beginn der Wundheilung eine 
starke mRNA-Induktion mit einem anschließenden Rückgang auf das Ausgangsniveau 
am 7. Tag. Dieselben Ergebnisse erhielt die Arbeitsgruppe von Schulz et al. [121]. Die 
Hochregulierung der Expression wird durch proinflammatorische Zytokine induziert [79, 
81]. COX-2 gilt als Schüsselenzym von PGE2 [78, 79]. Die gemessene 
Proteinkonzentration von PGE2 aus der Gesamtwunde zeigt einen hohen Ausgangswert 
in der nH, der im Verlauf der Wundheilung aufrechterhalten bleibt. Da die 
Gesamtproteinmenge im Wundareal bis zum 7. Tag nach Wundsetzung ansteigt, kann 
daraus geschlossen werden, dass bei konstantem Nachweis der PGE2-Konzentration 
eine Neusynthese stattgefunden haben muss. Die Arbeitsgruppe von Kampfer et al. [80] 
untersuchte ebenfalls in einem murinen Tiermodell die zeitliche Expression von COX-2 
und PGE2. Sie stellten fest, dass es erstens zu einer eindeutigen Geninduktion von COX-
2 nach Wundsetzung kommt und dass zweitens bereitseine hohe Proteinkonzentration 
von PGE2 in der nH stark nachweisbar ist. Die hohe Konzentration ging nach 
Wundsetzung zurück und stieg erst am 13. Tag wieder auf das Ausgangsniveau an. Als 
Begründung führten sie an, dass in der nH vor allem COX-1 als ursächliches Enzym für 
die Synthese von PGE2 verantwortlich gemacht werden kann [80].  
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Analyse der Gesamtwundbiospsie eine 
synchrone Hochregulierung der Expression von TSG-6 und COX-2/ PGE2 zusammen mit  
den pro- und antiinflammatorischen Mediatoren während der Frühphase der 
Wundheilung auf. Somit könnte zeitlich gesehen, eine Modulation der Ma zu diesem 
frühen Zeitpunkt stattfinden. Da diese Analysen allerdings einen rein deskriptiven 
Ansatz haben, können damit keine funktionellen Zusammenhänge erklärt werden, 
sodass auf diesen Analysen aufbauende Untersuchungen anknüpfen müssten. Dazu 
könnten die Verwendung von transgenen oder knockout Mäusen sowie spezifische 
neutralisierende Antikörper beitragen. In diesem Hinblick wird auf publizierte 
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen verwiesen. Zu nennen wäre einerseits die 
Arbeitsgruppe um Szanto et al. (2004), die in einem Proteoglykan-induzierten Arthritis-
Modell mit einer TSG-6 Knockout Maus auf die antiinflammatorischen Wirkung von TSG-
6 rückschließen konnte [122]. Anderseits provozierten Mittal et al. (2016) eine 
Lungenschädigung mit LPS in TSG-6 defizienten Mäusen und stellten fest, dass durch 
intratracheale Instillation von TSG-6 die Schädigung der Lunge reduziert und die 
Gesamtüberlebensrate erhöht werden konnte [123]. Ein anschließender wichtiger 
Schritt wäre es die Ergebnisse in weiteren pathologischen Wundheilungsmodellen zu 




beiden Mediatoren in veränderter Weise auftreten, sodass die Entzündungsauflösung 
nicht entsprechend eingeleitet werden kann. Eine besondere Rolle in diesem 
Zusammenhang stellen chronische Wunden dar, die in der Entzündungsphase sistieren 
und nicht heilen [124]. Darüber hinaus können die Erkenntnisse des Ablaufs der 
Inflammationsphase in der Wundheilung auf andere entzündliche Reaktionen wie zum 
Beispiel Arthritis, Herzinfarkt oder COPD übertragen werden, in welchen TSG-6 und COX-
2/PGE2 ebenfalls eine besondere Rolle einnehmen könnten. Dazu gibt es schon in 
Ansätzen publizierte Ergebnisse anderer Forschungsgruppen, welche durch die 
Applikation von MSC, die die Fähigkeit besitzen, TSG-6 zu bilden, oder direkt von 
rekombinantem TSG-6  [39, 77, 90–93] eine antiinflammatorische Wirkung erzielten und 
den Verlauf dieser Erkrankungen verbesserten. 
 
dFb als Quelle von TSG-6 und COX-2 in der Wundheilung  
Die Versuche zur Beantwortung der Frage, ob dFb TSG-6 und COX-2 in der Wundheilung 
exprimieren, umfassten die Analyse der Gesamtwunde aufgetrennt in die Epidermis und 
Dermis und in eine isolierte dFb-Fraktion und den restlichen Zellen aus dem 
Wundgewebe an definierten Zeitpunkten nach der Wundsetzung.   
Bei Betrachtung der Analyse der aufgetrennten epidermalen und dermalen Fraktionen 
zeigte sich eine genügend aufgereinigte Trennung der beiden Schichten an den Tagen 0, 
1 und 10. Tag 3 hingegen wies aufgrund eines erhöhten Nachweises der Kollagen-1α-
Genexpression in der epidermalen Fraktion dFb auf und muss deshalb als unrein 
definiert werden. Tag 5 zeigte sich ähnlich wie Tag 3, nur in geringerem Ausmaß. Daher 
können die Aussagen an Tag 3 und Tag 5 nur unter Vorbehalt betrachtet werden. Kritisch 
muss ebenfalls erwähnt werden, dass es aufgrund des Versuchsprotokolls nicht möglich 
war, die dermale Fraktion auf die Oberflächenexpression von CD324 zu analysieren, wie 
es mit der epidermalen Fraktion durchgeführt wurde.  Daraus folgt eine eigeschränkte 
Beurteilbarkeit in Hinblick auf eine Aussage des Anteils von KC in der dermalen Fraktion. 
Aus diesem Grund wurden in einem zweiten Versuchsansatz die dFb direkt aus dem 
Wundgewebe durch eine magnetische Zellsortierung isoliert und mit den restlichen 
abgetrennten Zellen verglichen. Die Isolierung von dFb aus dem Wundgewebe erfolgte 
unter Modifikation des Protokolls der Arbeitsgruppe Rinkevich et al [97]. Diese 
verwendeten eine fluoreszenzbasierte Zellsortierung zum Ausschluss von 
hämatopoetischen, Endothel- und Epithelzellen durch Markierung der 
Oberflächenproteine CD31, CD45, Tie2, Ter119 und EpCAM. In der im Anschluss 
durchgeführten Genexpressionsanalyse verschiedener Gene stellten sie fest, dass eine 
erhöhte Expression fibroblastenspezifischer Gene, wie u.a. PDGFRA, Vim, P4HB, Col1a1, 
Col3a1 und Fbn1 in der isolierten dFb-Population beobachtet wurde, wohingegen u.a. 
CDH1, Ep-CAM und Pecam1 als Markergene für nichtfibroblastische Zellen wie u.a. 





Epidermalzellen vermindert exprimiert wurden [97]. In Anlehnung an deren Protokoll 
wurde in dieser Arbeit die Isolierung der dFb durch Markierung der Oberflächenproteine 
CD31 und CD45 durchgeführt. Statt Ep-CAM (exprimiert von Epithelien für den 
Zellzellkontakt [125]) wurde zudem auf CD324 zurückgegriffen. Die zusätzliche Selektion 
durch Tie-2, ebenfalls ein Marker der Epithelien und früher hamätopoetischer Zellen 
[126], und Ter119, exprimiert von murinen Erythrozyten, [127] wurde nicht 
miteinbezogen. Als weiterer hinreichender dFb- Marker diente das  CD90-
Oberflächenprotein Thy-1 [13]. Zur Überprüfung der Reinheit der isolierten dFb-Fraktion 
erfolgte eine anschließende Analyse der Oberflächenproteine CD31, CD45, CD324 und 
CD90 mittels DFZ und der Kollagen 1α- Genexpression mittels qPCR. Unter diesen 
Gesichtspunkten konnte eine Anreicherung von dFb in der dFb-Fraktion beobachtet 
werden mit einem Ausbleiben dFb-typischer Charakteristika in der non-dFb-Fraktion.  
Die daraus resultierenden Ergebnisse der TSG-6 und COX-2-Expression werden im 
Folgenden diskutiert. In dieser Arbeit zeigte sich in den aufgetrennten Hautschichten 
nach Wundsetzung eine TSG-6-Genexpressionsinduktion nach 24 h in der dermalen 
Schicht und am 3. Tag sowohl in der dermalen als auch in der epidermalen Schicht. Im 
dem zweiten Versuchsansatz, in welchem dFb von den restlichen Zellen aus dem 
Wundgewebe getrennt wurden, zeigte sich in der dFb-Fraktion eine starke 
Genexpressionsinduktion von TSG-6 im Gegensatz zur non-dFb-Fraktion nach 24 h. 
Durch diese zwei voneinander unabhängigen Untersuchungen lässt sich schließen, dass 
dFb die Quelle von TSG-6 in der Wundheilung im Mausmodell darstellen. Die 
Arbeitsgruppe von Tan et al. wies 2011 zum ersten Mal durch 
Immunfluoreszenzfärbungen die Existenz von TSG-6 in menschlichen Hautproben in nH, 
Narbengewebe und Keloid nach [128]. Dabei verwendete die Gruppe Antiserum 
spezifisch für TSG-6 aus dem Kannichen. Dabei stellten sie die Bedeutung von TSG-6 in 
der Bildung von Narbengewebe heraus und führten die Quelle auf die Epidermis zurück 
[128]. Um die Ergebnisse der TSG-6 Expression in der menschlichen Haut von Tan et al. 
mit den Ergebnissen zu TSG-6 im murinen Gewebe in dieser Arbeit besser verstehen zu 
können, müssten die gleichen Untersuchungen durchgeführt werden. Somit könnten 
z.B. Durchlichtbilder der Wundbiopsien zu den verschiedenen Zeitpunkten der 
Wundheilung angefertigt werden, in denen durch eine immunhistochemische Färbung 
oder in situ-Hybridisierung die Existenz von TSG-6 direkt im Gewebe nachgewiesen 
werden könnte. 
Die Genexpression von COX-2 als Schlüsselenzym der PGE2-Synthese zeigte im zeitlichen 
Verlauf der Wundheilung 24 h nach Wundsetzung eine stärkere Induktion in der 
epidermalen Schicht als in der dermalen Schicht auf. Dieser Unterschied verschwand an 
den nachfolgenden Tagen. In den weiterführenden Untersuchungen, der Separation von 
dFb gegenüber den restlichen Zellen aus dem Wundrand, zeigten sich keine 
Unterschiede zwischen beiden Fraktionen zu den untersuchten Zeitpunkten nach der 




welche durch immunhistochemische Anfärbungen von COX-2 im Gewebe einen 
Nachweis in der epidermalen Schicht aber auch in der dermalen Schicht aufzeigen 
konnten  [80]. Dabei identifizierten sie die randständigen proliferierenden Keratinozyten 
als Quelle in der Epidermis und die neutrophilen Granulozyten, Ma und Endothelzellen 
in der Dermis [80]. Sie stellten zudem fest, dass dass PGE2 in der Wundheilung ebenfalls 
zu einem Teil durch COX-1 synthetisiert wird [80]. COX-1 wird konstitutiv exprimiert, 
während COX-2 erst durch entzündliche Zytokine induziert werden muss [79, 81]. 
Aktuelle Untersuchungen deuten darauf hin, dass in der Initialphase der akuten 
Entzündung die Menge an Produkten der COX zunächst vom Isotyp 1 synthetisiert 
werden [129], sodass zusammenfassend festzustellen ist, dass zur Analyse der Quelle 
von PGE2 ebenfalls die Genexpression von COX-1 bzw. deren Vorkommen in der 
Wundheilung analysiert werden muss, um abschließend eine Aussage treffen zu können.  
 
Humanes in vitro Modell 
Als ersten Ansatz zur Übertragung der neuen Erkenntnisse aus dem murinen System auf 
das menschliche System, wurden in vitro Versuche mit kultivierten humanen dFb und 
KC durchgeführt. Die kultivierten Zellen wurden 24 h mit und ohne entzündliche 
Stimulation durch IL-1β und TNFα bebrütet, wobei beide diese Faktoren zu Beginn der 
Wundheilung ausgeschüttet werden. Die gewonnenen Ergebnisse der Analyse der 
Zellkulturen bestätigen die in vivo Daten für die dFb, bei den KC gibt es unterschiedliche 
Interpretationsmöglichkeiten:  
Die KC wurden entzündlich stimuliert und das Ausbleiben einer Induktion von COX-2 und 
TSG-6 basiert darauf, dass beide Gene tatsächlich nicht induziert werden. Somit könnten 
die in vitro Ergebnisse die Ergebnisse aus den in vivo Mausmodell bestätigen.  
Anderseits könnte das Ausbleiben der Geninduktion von COX-2 und TSG-6 darauf 
basieren, dass die proentzündliche Aktivierung der Zellen nicht erfolgreich war. Somit 
könnten keine zielführenden Aussagen getroffen werden, ob huKC in der Lage sind TSG-
6 oder COX-2 zu exprimieren. Durch Analyse von S100A-Proteinen oder Chemokinen, 
die von KC nach Stimulation mit TNF/IL1-β exprimiert werden [130], könnte die 
erfolgreiche Aktivierung überprüft werden.  
Eine weitere Möglichkeit ergebe sich aus dem Argument, dass der Zeitraum als zu lang 
gewählt wurde mit der Folge, dass die Geninduktion von COX-2 und TSG-6 schon 
passierte und die Proteine umgesetzt wurden.  Hinweise darauf biete die Arbeitsgruppe 
um Scholz et al. [121], die in ihren Untersuchungen mit aktivierten KC durch einen 
Phorbolester zeigten, dass erstmals nach 30 min eine Erhöhung von COX-2 gemessen 
werden konnte mit einem Peak nach 2 Stunden und einer Normalisierung nach 24 h. 
Daraus könnte resultieren, dass die Versuche in kürzeren Zeiteinheiten wiederholt 





Zur Deutung der Ergebnisse müsste also ein stabiler read out gewährleistet werden, der 
ebenfalls die Aktivierung der KC spezifisch überprüft. Es wäre sinnvoll die 
Untersuchungen in kürzeren Zeiträumen von weniger als 24 h zu wiederholen. Zudem 
lassen sich die Bedingungen in vitro nur unzureichend mit denen in vivo vergleichen. Es 
fehlen die Interaktionsmöglichkeiten mit anderen Zellen sowie die untschiedliche 
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Der Vorgang der Wundheilung stellt einen komplexen Vorgang des menschlichen Lebens 
dar. Der dynamische Prozess kann in die drei aufeinanderfolgenden Phasen – 
Inflammation, Proliferation und Remodelierung – eingeteilt werden, die sich zum Teil 
zeitlich überschneiden. Die Aktivität der involvierten Immun- und Gewebezellen in den 
einzelnen Phasen wird durch zahlreiche chemische Botenstoffe, Zytokine und 
Wachstumsfaktoren, kontrolliert. Diese werden im Wechselspiel der verschiedenen 
Zelltypen in der Wunde produziert und wirken über autokrine, parakrine oder endokrine 
Mechanismen auf die Zellen. Die genaue zeitliche und räumliche Verfügbarkeit eines 
jeden Mediators ist dabei essentiell für den physiologischen Ablauf der Wundheilung. 
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Eine wesentliche Schüsselrolle stellt die Auflösung der Entzündungsreaktion dar, da 
chronische Wunden in einer anhaltenden Entzündungsphase sistieren und nicht heilen.  
Makrophagen (Ma) nehmen in der Auflösung der Entzündungsreaktion eine zentrale 
Rolle ein, indem die Aktivität inflammatorischer M1-Makrophagen (M1-Ma) 
herunterreguliert sowie die Ausprägung antiinflammatorischer M2-Makrophagen (M2-
Ma) induziert wird. Der Übergang dieses entzündungsfördernden Milieus mit M1-Ma zu 
einem antiinflammatorischen Milieu mit M2-Ma stellt somit einen essentiellen Schritt 
zum physiologischen Ablauf des Wundverschlusses dar. Dabei stellen diese beiden 
Phänotypen die beiden jeweiligen Enden eines breiten Spektrums verschiedener Ma-
Phänotypen dar. Die Auslöser für diesen wichtigen Übergang in der Wundheilung sind 
weitgehend unbekannt. Es ist in in vitro Versuchen beschrieben, dass entzündlich 
aktivierte dermale Fibroblasten (dFb) sowohl die inflammatorische Aktivität von M1-Ma 
reduzieren als auch die Differenzierung von inflammatorisch aktivierten Monozyten zu 
M2-Ma induzieren. Diese Effekte vermitteln sie über die Freisetzung 
immunmodulierender Mediatoren insbesondere von TSG-6 und PGE2, einem Produkt 
von Cyclooxygenase-2 (COX-2). In weiterführenden in vivo Untersuchungen durch 
Applikation von dFb in einem Peritonitis- und Diabetes-Mausmodell konnten die 
antientzündlichen und wundheilungsfördernden Wirkungen der dFb bestätigt werden. 
Fibroblasten sind während der Wundheilung zusammen mit Makrophagen massiv im 
Granulationsgewebe vorhanden. Daraus leitet sich die folgende Arbeitshypothese ab, 
ob dFb auch in der Wundheilung den Wechsel von M1-Ma zu M2-Ma durch die 
Expression der beiden Mediatoren TSG-6 und COX-2 bzw. deren Produkte TSG-6 und 
PGE2 regulieren und somit zur Entzündungsauflösung beitragen können. 
Das Ziel dieser Arbeit war es unter physiologischen Bedingungen die beiden Mediatoren 
PGE2, gebildet durch COX-2, und TSG-6 in einem murinen Wundheilungsmodell in 
Abhängigkeit der Entzündungsreaktion zu identifizieren.  
Dazu wurde im ersten Teil zunächst der Zeitraum der Entzündungsauflösung 
charakterisiert. Zum einen konnte durch makroskopische und mikroskopische Analysen 
der Wundverschluss zeitlich eingegrenzt werden und zum anderen konnte anhand der 
Analyse proinflammatorischer und antiinflammatorischer Mediatoren der Zeitraum der 
Entzündungsauflösung bestimmt werden. Im zweiten Teil wurde das zeitliche Auftreten 
der Mediatoren TSG-6 und COX-2 aus den Gesamtwundrandbiopsien im Verlauf der 
Wundheilung analysiert. Im dritten Abschnitt sollte überprüft werden, ob dFb eine 
mögliche bzw. sogar die einzige Quelle dieser Mediatoren sind. Dazu erfolgte zuerst eine 
Auftrennung der Wunde in eine epidermale und dermale Schicht, und dann im 
Folgenden eine Isolation von dFb aus dem Wundgebiet an den verschiedenen Tagen 
nach der Wundsetzung. Zur Bestätigung der Relevanz für das humane System wurden 





sodass diese und deren Kulturüberstände auf die Synthese der Mediatoren TSG-6 und 
COX-2 untersucht werden konnten.  
Es zeigten sich als wesentliche Erkenntnisse, dass erstens der Wundverschluss am 7. Tag 
nach der Wundsetzung festgestellt werden kann und die initiale Entzündungsreaktion 
nach 24 Stunden ihren Höhepunkt erreicht. Synchron dazu war zweitens die Expression 
von TSG-6 und COX-2 am ersten Tag nach der Wundsetzung am stärksten nachweisbar. 
Zur Analyse der Quelle zeigte sich drittens, dass COX-2 von der epidermalen und 
dermalen Schicht exprimiert wurde, wohingegen die Expression von TSG-6 auf die 
dermale Schicht beschränkt war. Als Quelle von TSG-6 konnten dFb identifiziert werden. 
Viertens können die im murinen in vivo Modell gewonnenen Erkenntnisse für die dFb 
im humanen System verifiziert werden. Bei den KC müssen weiterführende 
Untersuchungen bestätigen, ob humane KC in der Lage sind TSG-6 zu exprimieren.  
Zusammenfassend konnte diese Arbeit erstmalig den Mediator TSG-6 mit geeigneten 
Verfahren quantitativ in der Wundheilung nachweisen und die Quelle identifizieren. Die 
neu gewonnenen Erkenntnisse stellen die Grundlagen zukünftiger Untersuchungen zum 
funktionalen Ablauf der Wundheilung dar, in welchem die dermalen Fibroblasten eine 
zentrale Schlüsselrolle in der Regulation der Entzündungsreaktion einnehmen. Daraus 
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